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Resumen

Resumen

Los trastornos del Sistema Nervioso Central (SNC) como pérdidad de la
memoria, ansiedad y depresién son un problema grave de salud publica a nivel
mundial. Se encuentran dentro de las primeras causas de discapacidad de personas
en edad productiva. Actualmente afectan a 450 millones de personas y su

prevalencia va en aumento.

En el caso de las demencias la de mayor prevalencia es la Enfermedad del
Alzheimer (EA) responsable del 70-80% de los casos a nivel mundial y se caracteriza
por la muerte neuronal principalmente acetilcolinérgicas; formacion de placas [3-
amiloide, la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la activacién

microglial que culmina con un proceso neuroinflamatorio..

Los tratamientos actuales para la ansiedad son la administracion de
benzodiacepinas como el diacepam, los antidepresivos triciclicos como la imipramina
para la depresion y la administracion de inhibidores de la acetilcolinesterasa para la
EA. A pesar de que los tratamientos son eficaces, el problema de estos tratamientos

es gue provocan efectos secundarios no deseables.

Este proyecto se enfocé en la busqueda de un tratamiento alterno, derivado de
plantas medicinales, que ayude a disminuir los sintomas asociados a los diferentes
trastornos neurologicos como la pérdida de memoria, ansiedad, depresion,
inflamacion y dafio oxidante, con la menor cantidad posible de efectos secundarios

no deseables, por lo cual el objeto de estudio fueron las partes aéreas de Bouvardia




Resumen

ternifolia por sus antecedentes en el uso etnomédico en las afecciones del sistema
nervioso central, como antidoto para la intoxicacién por picadura de alacran y

mordedura de vibora.

No existen datos sobre alguna evaluacion farmacolégica de la planta, que
constate sus efectos en el SNC, por lo que en el presente trabajo, se usaron
diferentes modelos conductuales para evaluar el efecto antidepresivo (natacion
forzada), ansiolitico (laberinto elevado en forma de cruz), sedante (actividad
locomotora en campo abierto), sobre la memoria (evitacibn pasiva), anti-
acetilcolinesterasa (in vitro), anti-inflamatoria (edema inducido por TPA) vy
antioxidante (especies reactivas de acido tiobarbiturico), mediante la administracion
oral y/o tépica en ratones, del extracto hidroalcohdlico de Bouvardia ternifolia (BtHA)

o fracciones del mismo.

BtHA, induce efecto antidepresivo a 500 mg/kg, efecto ansiolitico a dosis 100
mg/kg y hasta 500 mg/kg sin llevar a la sedacién. Fue capaz de de mejorar el
parametro de retencion de memoria de manera dosis-dependiente a partir de 100
mg/kg (DE50= 281.5 mg/kg y Emax= 768.8 mg/kg), en ratones que recibieron
escopolamina, en el paradigma de evitacion pasiva, se demostré que Fr-AcOEt fue la
fraccion con mejor actividad biolégica dosis dependiente, ademas de inhibir la
actividad de la acetilcolinesterasa (13.81 %), como anti-inflamatoria (86.91 %) y

como antioxidante (78.19 %).




Resumen

A través de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se identificd parte
de la composicién quimica de BtHA (mg/g de extracto): glucdésido de quercetina

(9.73), &cido ursalico (15.73), escopoletina (3.23) y acido clorogénico (0.16).

Si bien se obtuvo importante informacion de la actividad de B. ternifolia, los
datos aqui generados indican que es necesario continuar con el seguimiento quimico
y farmacoldgico que permita la identificacion del modo de accion por el cual esta

planta ejerce sus efectos sobre el SNC.




Ibsteact

Abstract

Disorders of the Central Nervous System (CNS) as memory loss, anxiety and
depression are a serious public health problem worldwide. They are within the leading
causes of disability in people of working age. Currently affects 450 million people and

its prevalence is increasing.

In the case of the most prevalent dementia is Alzheimer's Disease (AD)
responsible for 70-80% of cases worldwide and is characterized by mainly
acetilcolinérgicas neuronal death; plaque formation B-amyloid, the formation of
reactive oxygen species (ROS) and microglial activation that culminates in a

neuroinflammatory process.

Current treatments for anxiety are the benzodiazepines such as diazepam,
tricyclic antidepressants such as imipramine for depression and administration of
acetylcholinesterase inhibitors for AD. Although treatments are effective, the problem

with these treatments is that they cause undesirable side effects.

This project focused on the search for an alternative treatment, derived from
medicinal plants, which helps reduce symptoms associated with various neurological
disorders such as memory loss, anxiety, depression, inflammation and oxidative
damage with the least amount of undesirable side effects, so the object of study was
the aerial parts of Bouvardia ternifolia by his background in ethno-medical use in
diseases of the central nervous system, as an antidote for scorpion sting poisoning

and snakebite.
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No data exist on some pharmacological evaluation of the plant, which finds its
effects on the CNS, so in this paper, different behavioral models were used to
evaluate the antidepressant effect (forced swimming), anxiolytic (elevated plus maze
in a cross), sedation (open field locomotor activity) on the memory (passive
avoidance), anti-acetylcholinesterase (in vitro), anti-inflammatory (TPA-induced
edema) and antioxidant (thiobarbituric acid reactive species), by oral administration
and/or topically to mice, the hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia (BtHA) or

fractions thereof.

BtHA induces antidepressant effect at 500 mg/kg, anxiolytic effect at doses
100 mg/kg to 500 mg/kg without lead to sedation. He was able to improve the
parameter memory retention dose-dependent manner from 100 mg / kg (ED50 =
281.5 mg/kg and Emax = 768.8 mg / kg) in mice given scopolamine in avoidance
paradigm passive, showed that Fr-AcOEt fraction was dose dependent with better
biological activity, in addition to inhibiting the activity of acetylcholinesterase

(13.81%), as anti-inflammatory (86.91%) and antioxidant (78.19%).

Through high performance liquid chromatography (HPLC), part of the chemical
composition of BtHA (mg/g extract) was identified: glycoside of quercetin (9.73),

ursolic acid (15.73), scopoletin (3.23) and chlorogenic acid (0.16).

While important information on the activity of B. ternifolia was obtained, the
data generated here indicate the need to continue monitoring the chemical and
pharmacological allowing identification of the mode of action by which this plant

exerts its effects on the CNS.
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1 Introduccién

1.1 Trastornos del Sistema Nervioso Central

De acuerdo con la décima Clasificacion Internacional de la Enfermedades
Mentales (CIE-10) publicada por la Organizacion Mundial de la Salud, en 1992. Las
demencias como la Enfermedad del Alzheimer (EA) y Parkinson forman parte de los
“trastornos mentales organicos”; sin embargo la ansiedad y depresion forman parte

de los “trastornos del humor y afectivos”

Por lo tanto, los trastornos neurologicos son enfermedades del Sistema
Nervioso Central y Periférico (cerebro, médula espinal, nervios craneales y
periféricos, raices nerviosas, sistema nervioso autobnomo, placa neuromuscular y los
musculos). Los trastornos mentales en cambio, son enfermedades psiquiatricas o de
la conducta, es decir; enfermedades que se manifiestan principalmente como
trastornos del pensamiento, las emociones y del comportamiento. Entre estas
encontramos a la depresion, ansiedad y esquizofrenia (Hosman et al. 2001; Hosman

et al. 2005).

1.1.1 Epidemiologia

En el 2001, la OMS publicé que 5 de las 10 primeras causas de discapacidad
de personas en edad productiva a nivel mundial son psiquiatricas, en esta

publicacion se incluyeron los indicadores de discapacidad y mortalidad que dejaron
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ver la importancia de los trastornos mentales, posicionandolas como una prioridad en
la salud publica (Hosman et al. 2001; Posada-Villa et al. 2006). La OMS report6 en el
2005, que los trastornos mentales y neuroldgicos afectaban a aproximadamente 450
millones de personas en el mundo, de los cuales, los trastornos por depresion,
ansiedad y esquizofrenia ocupaban los primeros lugares de prevalencia (Kesler et al.

2005).

Las proyecciones a futuro estiman que para el 2020, los trastornos mentales y
neuroldgicos seran responsables de 15% de las discapacidades a nivel mundial y la
depresion sera responsable del 5.7% del total de casos (OMS, 2004). En México los
trastornos mentales afectan a aproximadamente 25 millones de personas entre

adultos de 18 a 65 afos y nifios de 4 al6 afos (http:www.//sersame.salud.gob.mx).

1.1.2 Comorbilidad

En los paises occidentales la esperanza de vida es cada vez mayor y ello
conlleva a que el niumero de adultos mayores esté creciendo de forma considerable.
Se sabe que las enfermedades que producen demencia como la enfermedad de
Alzheimer y Parkinson también estan asociadas a sintomas conductuales y distintos

trastornos psiquiatricos como la depresion y la ansiedad.

Tanto en adultos jovenes como en ancianos, los trastornos de ansiedad

aumentan el riesgo de padecer depresion, en tanto que la depresidbn aumenta el
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riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y de demencia; las mas frecuente
es la EA que es responsable de entre el 70 y 80% de todos los cuadros demenciales

(Small et al., 2000; OMS, 2004).

Diversos factores relacionados con el envejecimiento, como el aislamiento
social, el descenso de la autonomia, las bajas percepciones econdmicas, el declive
en el estado de salud o la proximidad de la muerte, son solo algunas de las razones

sociales por las que se presenta esta comorbilidad (Baquero et al. 2004).

1.1.3 Depresion

La depresion se define como un trastorno afectivo caracterizado por
sentimientos de tristeza, pérdida del interés y del placer; asi como alteraciones en el
petito, suefo, alteraciones psicomotoras, letargos, preocupaciones y sentimientos de
minusvalia y culpa, dificultades en la concentracion, pensamientos de muerte los
sintomas pueden durar semanas, meses e incluso afios. Sin embargo, la mayoria de
las personas que padecen de depresion pueden mejorar con ayuda de tratamiento
médico (Uriarte Bonilla, 2009). Es el trastorno psiquiatrico con mayor prevalencia,
afectando a mas de 345 millones de personas en todo el mundo, Se estima que en el
trascurso de vida se tiene una probabilidad del 10 % de padecerla, siendo la
responsable de la tercera parte de los afios de vida perdidos por discapacidad y la

primera causa de suicidios a nivel mundial (Karasu et al. 2000).
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La OMS, en el 2004 identificé diversos factores de riesgo para padecer
depresion, entre los que destacan, el historial familiar; los factores genéricos como
haber padecido eventos traumaticos, intimidacion de compafieros etc. Asi como los
factores de proteccion, entre los que se encuentran: sentimiento de dominio,

autoestima, autoeficacia, resistencia al estrés y apoyo social (OMS, 2004).

1.1.3.1 Fisiopatologia y tratamiento de la depresion

Existen algunas hipétesis sobre las posibles causas de la depresiéon. Se ha
demostrado que en personas con depresion los niveles de aminas biogénicas como
la serotonina, noradrenalina y dopamina a nivel SNC; se ha encontrado que
personas que padecen de depresion encuentran disminuido la actividad del sistema
limbico (amigdala, hipocampo), ganglios basales e hipotalamo. También presentan
alteraciones en el eje neuroenddcrino Hipotalamo- Hipdfisis- Suprarenal causado por
estrés activando al hipotalamo, sistema limbico, corteza cerebral que regulan el

esfuerzo y atencién (Lépez Pifiero, 2002; Uriarte Bonilla, 2009).

En la actualidad existen diversas sustancias que son empleadas en la clinica
como farmacos antidepresivos de eficacia terapéutica demostrada, estos se basan
en mantener la disponibilidad en el espacio singptico de las monoaminas serotonina
y noradrenalina, inhibiendo a la enzima monoamino oxidasa (MAO) como fenelcina,
los antidepresivos triciclicos como imipramina y los inhibidores de la recaptura a la

serotonina y noradrenalina como fluoxetina y venlafaxina (Burghardt et al. 2004).
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1.1.4 Ansiedad

La ansiedad es una condicion fisioloégica que permite reaccionar de manera
adecuada ante situaciones amenazantes, de estrés o de tension en la vida cotidiana,
manifestindose como una sensacion de miedo, que lleva a los individuos a

vigilancia, evitacion o huida (Gross et al. 2004).

Sin embargo, si la valoracién de una amenaza es errénea, distorsionada o el
estimulo es imaginario, se convierte en un problema de salud denominado
“trastornos de ansiedad” (TA). Este conjunto de padecimientos es muy comun, a los
gue se asocia una alta morbilidad con empeoramiento de la funcionalidad social y

reduccion en la calidad de vida (Ninan, 1999).

1.1.4.1 Fisiopatologia de la ansiedad

La respuesta exacerbada ante los estimulos ambientales sobre-activa al eje
hipotalamo-pituitaria-adrenales (HPA) y al sistema nervioso autbnomo, provocando
manifestaciones somaticas de la ansiedad como alteracion respiratoria, sudoracion,
taquicardia, dolor estomacal, sensacion de hormigueo y trastornos del suefio

(Sandford et al. 2000).

1.1.4.2 Epidemiologia de la Ansiedad

Los TA tienen una alta prevalencia, ya que se presenta hasta en un 17% de la

poblacion mundial y se cree que hasta un 25% de ésta padecera dichos trastornos
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en algun momento de la vida. Se calcula que solo el 30% de los individuos que
sufren este padecimiento estdn bajo tratamiento médico (OMS, 2004; Kesler et al.

2005).

Los TA causan estrago familiar, social y econémico, discapacidad, aislamiento
social, disminucion de la calidad de vida; tienden a ser crénicos y pueden ser tan
discapacitantes como las enfermedades somaticas. En general, los trastornos de
ansiedad se presentan en etapas relativamente tempranas de la vida. De un 80 a 90
% de los casos se manifiestan entre los 10 y 25 afios de edad, periodo que parece

ser el de mayor riesgo de desarrollar alguno de estos trastornos (Valencia, 2007).

El panorama en México describe que el 14.23 % de la poblacion con edades
de 18 a 65 afios presentan algun trastorno de ansiedad; ademas, éstas encabezan la
lista de enfermedades mentales y se cree que afectan aproximadamente a 15

millones de mexicanos (Medina-Mora et al. 2003).

1.1.4.3 Tratamiento de la ansiedad

Para el tratamiento de la ansiedad, las benzodiacepinas son los ansioliticos
mas utilizados, el diacepam es el mas representativo del grupo. El uso de estos
ansioliticos es extenso debido principalmente a su accién rapida y a que son bien

toleradas; sin embargo, inducen efectos indeseables como somnolencia, mareo,
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sedacién, pérdida del equilibrio, disminucién de la habilidad psicomotora, confusion,
depresion respiratoria y probablemente los mas graves de todos, tolerancia y

dependencia (Zjorumski et al. 1991)

También se ha incluido el uso de antidepresivos en el tratamiento de los TA
como los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI) y
noradrenalina (SNRI), inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAQ) y antidepresivos
triciclicos (ATC). Los efectos adversos mas referidos para estas sustancias son:
insomnio, nausea, agitacion, diarrea, disfuncidén sexual, hipotension postural (Nash et

al. 2004).

1.1.5 Definicion de demencia

Demencia, es un término clinico que describe una gran variedad de
enfermedades y condiciones. Estas alteraciones, se desarrollan cuando las células
del cerebro mueren o no ejercen su funcién de manera adecuada (Viswanatan et al.
2009; Schneider et al. 2007). Lo anterior, causa cambios en la memoria, en el
comportamiento y en la capacidad de pensar con claridad (Schneider et al. 2007;
Jellinger et al. 2007). A pesar de que una gran variedad de padecimientos son la
causa de padecer demencia, una de las principales es la EA. Esta enfermedad es un
padecimiento que no solo afecta la calidad de vida del enfermo sino también la de
quienes lo rodean. Es por esta razon, que existe un gran interés en su estudio,

diagndstico y tratamiento oportuno (Jellinger, 2007; Garcia et al. 2009).
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A pesar de que la EA afecta de diferentes maneras a las persona que la
padecen, es el deterioro en la capacidad para recordar informacién nueva una de las
afecciones distintivas de la enfermedad (Mangone, 1999). En este sentido, durante la
evolucion de la enfermedad, se ha demostrado de manera clara la pérdida gradual
de la retencion de la memoria de eventos recientes con la preservacion de los
recuerdos mas viejos (Ramirez-Bermudez, 2012). Conforme el trastorno progresa, se
van dafiando otras funciones como, la pérdida en la habilidad para realizar calculos,
manipular objetos y/o instrumentos comunes (Hardman et al. 2003). Todos estos
sintomas, son causa de la disfuncion irreversible de las células cerebrales
principalmente, en aquellas regiones del cerebro involucradas en la formacion de

nuevos recuerdos.

En la actualidad, el diagnostico de la EA se basa en la valoracion clinica y en
pruebas de laboratorio para excluir otros padecimientos (Hardman et al. 2003;

Alzheimer’s Association, 2012).

1.1.5.1 Factores de riesgo de la EA

El diagnostico de la EA, habitualmente se da después de los 65 afios de vida
por lo tanto, la edad es considerada como el principal factor de riesgo para
padecerla. En este contexto, el historial familiar juega también un papel importante
en la incidencia de padecer la enfermedad (Green et al. 2002; Ramirez-Bermudez,

2012). Recientemente, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos, publicé
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un reporte en el que proporciona datos para prevenir el deterioro cognitivo de los
pacientes con demencia. En éste, se incluye una revision sistematica de los factores
de riesgo para padecer EA. La edad avanzada y la historia familiar de demencia,
como se ha mencionado, son consideradas como importantes factores de riesgo. Asi
mismo, otros factores como el genotipo de la apolipoproteina E alelo e4, son

caracteristicas consistentes en este reporte (Daviglus et al. 2010).

Por otro lado, el mencionado reporte considera como factores de riesgo
modificables o factores protectores para identificar la demencia, los puntos que a

continuacién se mencionan:

Reserva cognitiva (educacion y ocupacion): un alto nivel de educacion, un
indice de coeficiente intelectual elevado y una ocupacion de alto nivel parecen
proteger contra la aparicion de la EA y otras formas de demencia (Meng et al. 2012;

Sharp et al. 2011).

Factores de riesgo cardiovasculares (fumar, hipertension, diabetes vy
obesidad): estudios recientes sugieren que el tabaquismo incrementa el riesgo de
desarrollar todas las formas de demencia incluyendo EA (Almeida et al. 2009; Anstey
et al. 2009; Peters et al. 2008). La diabetes también incrementa el riesgo de
desarrollar alguna demencia y EA (Plassman et al. 2010; Lu et al. 2009). La
asociacion de hipertensién, colesterol y obesidad es bastante compleja sin embargo

la aparicién de éstos padecimientos en una edad media incrementa el riesgo de una
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apariciéon de demencia tardia (Anstey et al. 2011; Beydoun et al. 2008; Profenno et

al. 2010; Plassman et al. 2010).

Estilo de vida y factores psicosociales (depresion, actividad fisica y
alcoholismo): Un historial de depresion se asocia positivamente con todas las formas
de demencia y EA (Plassman et al. 2010; Ownby et al. 2006). El andlisis de efectos
de latencia sugieren que es mas comun que la depresion se refleje como una
asociacion causal que como un sintoma de demencia (Ownby et al. 2006). El
consumo leve o moderado de alcohol parece tener un efecto protector, mientras que
el consumo en exceso parece tener el efecto contrario (Plassman et al. 2010; Anstey
et al. 2009; Neafsey et al. 2011; Peters et al. 2008). Algunos estudios sugieren que la
actividad fisica tiene un fuerte efecto protector contra la EA (Hamer et al. 2009; Sofi

et al. 2011).

1.1.5.2 Epidemiologia de la EA

En el afio 2009 se estimaba que 36 millones de personas vivian con EA en
todo el mundo y se espera que esa cifra incremente a 66 millones para el afio 2030 y
a 115 millones en el afio 2050. Casi dos terceras partes de estas personas viven en
paises con bajos recursos, donde el numero de casos incrementa a medida que

aumenta la poblacién de ancianos (World Alzheimer Report, 2009).

Actualmente, esta enfermedad es la primera causa de demencia en el mundo

(IMSS, 2007). La poblacion con mayor riesgo de padecerla, son los adultos mayores
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a 60 afnos, lo que convierte a este padecimiento en un importante problema de salud
publica. De acuerdo a estimaciones realizadas en los Estados Unidos, se determiné
gue tan solo para el afio 2000, 4.5 millones de personas padecian esta enfermedad y
se calcula que para el afio 2050 este nimero se incrementara hasta los 13 millones

(Garcia et al. 2009).

En México, segun datos reportados por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) en el afio 2007, existian 500 mil casos de EA. Esta cifra, podria triplicarse
considerando el aumento en la expectativa de vida de las personas. Asi mismo, de
acuerdo a esta misma fuente, se estima que para el afio 2050, uno de cada 4
mexicanos tendra 65 afios y serd propenso a padecer esta enfermedad (IMSS,
2007). En consecuencia, al considerar los datos epidemiol6gicos actuales, las
predicciones y los estragos personales, familiares, sociales y econémicos que la EA
ocasiona, se establece que este padecimiento es y sera un grave problema de salud

publica a nivel nacional y mundial (Garcia et al. 2009).

1.1.5.3 Fisiopatologia de la EA

El deterioro cognitivo en pacientes con EA, esta estrechamente asociada con
la degeneracion progresiva del sistema limbico, las regiones neo-corticales y el
cerebro anterior basal (Crews and Masliah, 2010). Este proceso neurodegenerativo
esta caracterizado por el dafio a la sinapsis con degeneracion retrograda de los

axones y la eventual atrofia del arbol dendritico (Perlson et al. 2010).
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Las causas de la pérdida de la integridad neuronal durante la EA son varias,
sin embargo, esta enfermedad se caracteriza principalmente, por la deposicion de
placas B-amiloide (AB). Este es un evento temprano, considerando el curso de la
enfermedad, que conduce a una disminucion de las concentraciones de hierro y
cobre en el cerebro (Nagano et al. 2004). Otros eventos patoldgicos asociados a la
EA son, deposicibn de marafias neurofibrilares, muerte neuronal, angiopatia
amiloide, atrofia, astrogliosis, activacion de las células microgliales y dafio oxidante
(de Calignon et al. 2010; Kimura et al. 2010). Cada una de estas lesiones tiene una
distribucion caracteristica en todo el manto cortical siendo por lo tanto, marcadores

utiles para el diagnoéstico de la misma (Wyss-Coray et al. 2012).

1.1.5.4 Acetilcolina

La mayor parte de la acetilcolina (ACh) del SNC, se sintetiza en el nucleo
basal de Meynert por la accion de la colina-acetil-tranferasa. En condiciones
normales, este neurotransmisor lleva a cabo su accibn en las uniones
neuromusculares y en las uniones neuronales del SNC. Los receptores muscarinicos
y nicotinicos para ACh, son los elementos responsables de las acciones post-

sinpticas de este neurotransmisor (Garcia et al. 2009; Serrano-Pozo et al. 2011).

Durante la EA, la produccion de ACh disminuye de un 58 a 90%,
correlacionando directamente con el deterioro cognoscitivo (Garcia et al. 2009;

Serrano-Pozo et al. 2011). Asi mismo, de los cinco receptores muscarinicos
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plenamente identificados, los M1 y M2 son los que tienen mayor participacion en la

fisiopatologia de la enfermedad (Hardman et al. 2003).

La importancia de la sefalizacién colinérgica en el proceso de aprendizaje y
memoria, ha sido determinada a través del empleo de diversos antagonistas de la
ACh. Por ejemplo, la administracion de antagonistas selectivos para los receptores
de este neurotransmisor como es la escopolamina (ESC), logra dafar la memoria
espacial al reducir la liberacibn de ACh en el hipocampo (Tanaka et al. 1989;
Auerbach et al. 1994). Finalmente, por medio de modelos computarizados se ha
demostrado cdmo el mecanismo celular de estos efectos, incrementan el proceso de

codificacion que genera la memoria (Mesulam, 2004).

1.1.5.5 Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE), es la enzima encargada de terminar la
transmision del impulso nervioso en la sinapsis colinérgica, asegurando el bloqueo
de la generacién continua y descontrolada de los impulsos nerviosos en la neurona
post-sinaptica (Massoulie et al. 2009; Brunton et al. 2006). Esta actividad, es llevada

a cabo a través de la hidrolisis del neurotransmisor ACh (Hardman et al. 2003).

De acuerdo a su funcion, la AChE ha sido clasificada como una esterasa de
serina, perteneciente a la categoria de las hidrolasas. El andlisis de su conformacion
espacial, ha mostrado que es una proteina globular, con forma elipsoidal y con una

dimension aproximada de 45 x 60 x 65 A. (Sussman et al.1991; Milkani et al. 2011).

18

——
| —



Qntroduccion

La accion catalitica de la AChE se realiza a través de una reaccion de dos
pasos. En el primero de estos, se da la hidrdlisis de la ACh a través de un residuo de
serina presente en el centro activo de la AChE. Durante esta reaccion, se da la
formacion de un subproducto intermedio de acetil-enzima y la liberacion de colina
(Massoulié et al. 2009; Silman et al. 2008). En el segundo paso, la acetil-enzima es
hidrolizada, regenerandose la acetilcolinesterasa y liberando &cido acético. Una vez
realizada la reaccién, la colina puede regresar a la membrana pre-sinaptica y ser

reutilizada en la sintesis de ACh (Sussman et al.1992; Milkani et al. 2011).

1.1.5.6 Neuroinflamaciéon

El significado del término inflamacion ha sufrido una considerable evolucién,
usualmente es definido por cuatro signos primordiales: tumor, rubor, calor y dolor.
Otro aspecto caracteristico, es la extravasacion de células sanguineas,
principalmente granulocitos al principio y linfocitos después dentro de la zona de

dafio (Arnaiz-Villena et al. 1995; Goldsby et al. 2004).

Sin embargo, la palabra neuroinflamacién se usa cada vez mas para identificar
un conjunto de condiciones especificas del sistema nervioso central (SNC)
(Woodcock et al. 2013). Una caracteristica distintiva de la neuroinflamacion, es la
participacién exclusiva de células del SNC en el proceso. En este sentido, la

activacion de la microglia durante los procesos inflamatorios en el SNC ha sido bien
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documentada (Gosselin et al. 2007). Por otro lado, a pesar de que la respuesta
neuroinflamatoria se da como respuesta a agentes dafiinos en condiciones
patoldgicas, la activacion crénica de ésta, puede ser perjudicial para la funcion
neuroldgica normal. Esto Ultimo queda de manifiesto al determinarse que la
proliferacion y activacion de la microglia ocurre en muchas enfermedades

neuroldgicas (Aguzzi et al. 2013).

Dentro de las evidencias de una respuesta inflamatoria en la EA, se incluyen
cambios en la morfologia de la microglia y astrogliosis lo cual, se determina a travées
del incremento en el numero, tamafio y motilidad de los astrocitos que rodean las
placas seniles (Akiyama et al. 2000; Kitazawa et al. 2004). Por otra parte, se ha
demostrado que los cambios mencionados, tras activar la microglia, inducen la
produccion de factores como el 6xido nitrico (NO), especies reactivas de oxigeno
(ROS), citocinas pro inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6), quimiocinas (IL-18),
prostaglandinas (PGE2) y proteina C-reactiva (CRP). La falta de regulacion en este
proceso a través de la liberacion de estos mediadores de manera cronica, como ha
sido mencionado, es capaz de promover dafio en el tejido neuronal, llevandolo

inclusive a la muerte (Konsman et al. 2007; Gosselin et al. 2007).

Asi mismo, se ha sugerido que, concentraciones elevadas de citocinas pro
inflamatorias y CRP, podrian actuar a través de la via paracrina y/o autocrina y

estimular a las células gliales para producir AB42 adicional y proteinas tau (Wys-
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Coray et al. 2012; Kristofikova, 2013). De esta manera, la neuroinflamacioén en la EA
establece un ciclo de reforzamiento en el cual, los mediadores inflamatorios juegan
un papel dual. Por un lado, estimulan a las células gliales para la produccién y
liberacion de mediadores inmunoldgicos y por el otro, activan la via molecular para la
acumulacion de placas seniles y la formacion de ovillos neurofibrilares (Kamer et al.
2008; Wys-Coray et al. 2012). En su conjunto, todos estos eventos favorecen la

muerte neuronal y la neurodegeneracion.

1.1.5.7 Tratamientos

Actualmente, la Food and Drug Administration (FDA) reconoce como
medicamentos para el tratamiento de la EA a los inhibidores de la accion de la
acetilcolinesterasa como la rivastigmina, denepezilo, y galantamina. La accién de
estos, farmacos permite un incremento en las concentraciones del neurotransmisor
acetilcolina y por lo tanto, favorecen el proceso de aprendizaje y memoria. A pesar
de la eficacia de los compuestos mencionados en el combate de la EA, no dejan de
ser evidentes sus efectos secundarios indeseables, entre los que destacan: vomitos,
cefaleas, pérdida de peso o dafio hepatico en el caso de la tacrina (Gonzales, 2005;

Darryl, 2005).
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1.1.5.8 Comorbilidad

Como se ha mencionado anteriormente, los trastornos neurolégicos son un
grave problema de salud publica a nivel mundial, con un elevado costo social,
afectando a las personas sin distincion de edad, sexo, nivel socio-econdmico 0
cultural y son responsables de cuatro de las seis causas principales de afos vividos
con discapacidad. En el 2008, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reporto
gue 450 millones de personas en el mundo sufren de algun trastorno neuroldgico lo
gue representa un 12% del total de enfermedades prevalentes (OMS, 2009). Se
estima que una de cada cuatro familias tiene por lo menos un miembro afectado por
trastornos neuroldgicos como: depresion, ansiedad, esquizofrenia y demencias como
la EA; todas ellas estan relacionadas estrechamente con la degeneracion progresiva

del sistema limbico y las regiones neocorticales (Crews et al. 2010).

El tratamiento farmacoldgico actual para contrarrestar los sintomas asociados
a los trastornos mentales, se basan en la prescripcion de ansioliticos como las
benzodiacepinas (que actian sobre el sistema GABAérgico), los antidepresivos
como los Inhibidores Selectivos de la Recaptura a Serotonina (ISSR); para el caso
de las enfermedades demenciales como la EA se administran nootropicos, tales

como los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (Melik et al. 2014;).

Estos farmacos de sintesis a pesar de su eficacia, a mediano y largo plazo
inducen una disminucién en la calidad de vida de los pacientes, debido a la

manifestacion de efectos indeseables como trastornos del suefio, pérdida de la
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coordinacion motriz, tolerancia y adiccion a los ansioliticos benzodiacepinicos; por
otra parte la sedacion, pérdida de peso y disfuncion sexual, son efectos no deseables

de los farmacos antidepresivos (Gonzales, 2005; Darryl, 2005).

1.2 Bouvardia ternifolia (Cav.) Schlthd

Figura 1.- Ejemplar de Bouvardia ternifolia (Cav.) Schithd

1.2.1 Clasificacion taxondmica de B. ternifolia.

La clasificacion taxonomica de B. ternifolia ha sido descrita como a
continuacion se enlista. Reino: Plantae; Division: Magnoliophyta; Clase:
Magnoliopsida; Orden: Gentianales; Familia: Rubiaceae; Subfamilia: Rubioidae;
Tribu: Spermacoceae; Género: Bouvardia y  Especie: Bouvardia ternifolia

(CONABIO 2009).
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1.2.2 Descripcion general de B. ternifolia.

B. ternifolia, es una planta herbacea con forma de arbusto, que puede
alcanzar un tamafio de hasta 2 m de altura. Sus hojas son de forma lanceolada, sus
flores de color rojizo en forma de trompeta, sus semillas tienen un tamafo de 2 a 3.5
mm de didmetro. Esta planta suele distribuirse en zonas de clima frio, a una altitud
gue va desde los 1200 hasta los 2600 metros sobre el nivel del mar (CONABIO,

2009).

1.2.3 Usos medicinales de B. ternifolia

Multiples usos medicinales han sido atribuidos a B. ternifolia, de entre estos,
se destacan sus efectos sobre el SNC al controlar desérdenes mentales y nervios,
asi como agente antiinflamatorio, al tratar infecciones generales. Otras actividades
bioldgicas descritas son, el controlar problemas del sistema circulatorio y digestivos,
problemas en el embarazo y parto, desordenes del sistema respiratorio,
envenenamientos y dolor, asi como para la disenteria, rabia, célicos, diarrea y
sangrado (Argueta et al. 1994). Asi mismo, se usa como tonico cardiaco y sus hojas
y flores son usadas para combatir la erisipela. En forma de cataplasma o ingerida
como infusion es usada contra piquetes de insectos (planta completa o semilla) y
finalmente, se usa contra el prurito hervida y en forma de té (Aguilar-Contreras, et al.

1998).
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1.2.4 Estudios fitoquimicos de B. ternifolia

De las partes aéreas de esta planta se han aislado componentes peptidicos
como el bouvardin (Jolad et al. 1977). De igual manera, se han reportado algunos
compuestos derivados de esta molécula como el desoxi-boubardin y algunos
derivados metilados (Shivanand et al. 1977). Por otro lado, estudios realizados por
nuestro grupo de trabajo, han mostrado que en la fraccion de acetato de etilo
proveniente del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de esta planta, se
encuentran el &cido ursolico y diversos flavonoides como: rutina, quercetina y
Kaemferol (Garcia-Morales, 2010; Herrera-Ruiz et al. 2012). Asi mismo, en la raiz
existe una elevada concentracion del &cido ursolico y del acido oleandlico (Pérez et

al. 1998).

Es importante mencionar que la presencia de los flavonoides en B. ternifolia,
les sugiere como moléculas responsables de las actividades antiinflamatorias,
analgésicas, sedantes, hepatoprotectoras y sobre todo de inhibicion de la enzima

AChE, previamente observadas (Chung et al. 2001; Jiménez-Ferrer et al. 2005).

1.2.5 Estudios farmacoldgicos de B. ternifolia

De acuerdo a trabajos realizados (Garcia-Morales et al. 2008; Garcia-Morales
et al. 2010), B. ternifolia tiene un potente efecto inhibitorio sobre la AChE, y

contribuye de manera importante a disminuir la inflamacioén. Asi mismo, el extracto
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hidroalcohdlico de esta planta favorece la proteccion del sistema nervioso al tener un
potente efecto nootrépico. Todos estos datos refuerzan la idea de que los
metabolitos secundarios presentes en B. ternifolia podrian regular, procesos
importantes para la proteccion contra la EA. De manera especifica, el empleo de esta
planta seria capaz de abatir la inflamacion crénica del SNC e inhibir la actividad de la
AChE manteniendo la disponibilidad de ACh en las hendiduras sinapticas. En
conjunto, todos estos efectos bioldgicos colocan a B. ternifolia como una novedosa

fuente de compuestos terapéuticos que ayuden al tratamiento de la EA.

1.2.6 Estudios toxicoldgicos de B. ternifolia

El compuesto aislado de B. ternifolia llamado Bouvardin (NSC 259968)
(BVD) fue examinado por su efecto sobre la supervivencia y capacidad de inducir
crecimiento de la poblacién de células de la linea CHO de hamster chino. Las células
redujeron su capacidad de atravesar el ciclo celular a concentraciones bajas de
BVD (0,2 pug/ml), observandose inhibicion completa a concentraciones superiores a
1,0 ug/ml. El andlisis citométrico mostré que habia muy poco reordenamiento de las
células de todo el ciclo celular en cultivos tratados, lo que sugiere que BVD detuvo la
progresion de células de manera uniforme a través de todo el ciclo celular. Con estos
datos se lleg6 a la conclusion de que BVD estaba actuando como un inhibidor de la
sintesis de proteinas. En vista de estas propiedades cinéticas y citotoxicos, se
plantean cuestiones sobre el valor de BVD como un agente quimioterapéutico (Tobey

et al, 1978).
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El efecto citotoxico del BVD como un inhibidor de la sintesis de proteinas se
estudié por separado y en combinacién con verapamil (VRP), un vasodilatador e
hipertermia (43 °C) contra el sarcoma 180 (S 18) y células tumorales del carcinoma
ascitico de Ehrlich (EAC) in vitro. Las Células S 180 exhibieron resistencia natural a
la hipertermia y al BVD, mientras que no se encontraron células tumorales sensibles
a EAC. El VRP sélo, no mostr6 citotoxicidad a cualquiera de las células tumorales. La
combinacion de BVD, la hipertermia y la VRP se tradujo en una mayor muerte de
células, en comparaciébn con el tratamiento por separado con los agentes
individuales. La citotoxicidad se evalu6 mediante la comparacion de la inhibicién de
la incorporacion de 3H-timidina en las células tratadas contra células no tratadas con

BVD (Chitnis et al. 1986).

Asi mismo, la toxicidad de una mezcla de acido ursolico y oleandlico obtenida
de B. ternifolia fue evaluada en un ensayo de toxicidad subaguda en ratones Balb/C,
los cuales fueron tratados con la mezcla antes mencionada a dosis de 6.5 y 13
mg/kg. Esta administracion subaguda, no promovié la muerte de los ratones,
alteraciones en su crecimiento o cambios en el peso de sus 6rganos. Finalmente, el
analisis histopatoldgico de diversos 6rganos, no presenté cambios o anormalidades
en estos. En conclusion, la mezcla de acido ursélico y oleandlico obtenidos de B.

ternifolia, fue practicamente inocua (Cornejo-Garrido et al. 2012).
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2 Justificacién

Aunado al incremento en el nimero de casos de trastornos neuroldgicos a
nivel mundial y nacional de la ansiedad, depresién y demencias como la EA, el hecho
de que los tratamientos actualmente utilizados para tratar estos padecimientos
presenten diversos efectos secundario indesables, permitid6 que el presente trabajo
se enfocara a la busqueda de un tratamiento derivado de plantas medicinales, que
ayude a disminuir los sintomas asociados a los diferentes trastornos neuroldgicos
como la pérdida de memoria, ansiedad, depresion, inflamacion y dafio oxidante, con
la menor cantidad posible de efectos secundarios indeseables. Para llegar a esto se
propuso trabajar con B. ternifolia en los modelos de evitacion pasiva (memoria),
Laberinto Elevado en Forma de Cruz (LEC; ansiedad), nado forzado (depresion),
sobre la actividad de la enzima acetilcolinesterasa in vitro, inflamacién auricular
inducida por 12-orto-tetradecanoil-phorbol-acetato (TPA), sustancias reactivas de
acido tiobarbiturico in vitro (TBARS; antioxidante) basados en sus propiedades

bioldgicas reportadas y anteriormente mencionadas.
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3 Pregunta de investigacion

¢ El extracto hidroalcohdlico de B. ternifolia (BtHA) y sus fracciones tendran la

capacidad ejercer un efecto neuroprotector?

4 Hipétesis

Debido al uso etnomédico que se le atribuye a la especies B. ternifolia y los estudios
farmacoldgicos descritos, BtHA y sus fracciones son capaces de contrarrestar
trastornos del SNC como la pérdidad de la memoria, ansiedad, depresién, asi como
eventos asociados a estos como son inflamacion, estrés oxidante e inhibicién de

acetilcolinesterasa.
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5 Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector del extracto B. ternifolia (BtHA) y sus
fracciones en la memoria (nootropismo), ansiedad, depresién, actividad de la

acetilcolinesterasa, inflamacion y estrés oxidante.

5.1 Objetivos particulares

Determinar el efecto nootrdpico, ansiolitico y antidepresivo del extracto
hidroalcohdlico de BtHA en ratones macho expuestos a diferentes pruebas:
evitacion pasiva, laberinto elevado en forma de cruz, campo abierto y natacion
forzada.

Medir el efecto de BtHA y fracciones de ésta, en la actividad de la enzima
acetilcolinesterasa, usando el ensayo in vitro de Ellman.

Evaluar el efecto de BtHA vy fracciones de la misma, en la inflamacion local
inducida con un éster de forbol en ratones machos y sobre la per-oxidacion
lipidica in vitro (estrés oxidante).

Caracterizar quimicamente la fraccion que presente la mayor actividad contra
la acetilcolinesterasa, inflamacion y estrés oxidante, usando técnicas como

cromatografia en placa, en columna y de alta resolucion.
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6 Materiales y métodos

6.1 Animales

Se usaron ratones albinos machos de la cepa ICR (Institute of Cancer
Research) con un promedio de peso de 30 g y ratas hembra de la cepa Sprague
Dawley con un peso promedio de 300 g. Los animales se mantuvieron bajo
condiciones de laboratorio, durante dos semanas a 25 °C, con un fotoperiodo de 12 h

luz/12 h oscuridad, con acceso libre a agua y alimento.

Todos los animales empleados en el presente proyecto fueron manipulados
bajo la ética de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 (Especificaciones
técnicas para la produccion, uso y cuidado de los animales de laboratorio). El
protocolo experimental fue aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del

Seguro Social con nimero de registro R-2010-1701-57.

6.2 Obtencion del extracto hidroalcohdlico de B. ternifolia (BtHA)

Se colectaron partes aéreas (flor, fruto, hoja y tallo) de B. ternifolia en la
comunidad de Coajomulco municipio de Huitzilac en el estado de Morelos, México,
entre los meses de julio y agosto. El material vegetal colectado, fue secado en un
cuarto obscuro a temperatura ambiente (32 °C+ 2), una vez seco, el material vegetal
fue pesado (1700 g), molido y posteriormente macerado con etanol al 60 % durante

tres dias. El extracto obtenido de cada dia fue concentrado en un evaporador
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rotatorio (HEIDOLPH, Schwabach, Alemania), liofilizado y etiquetado como BtHA

(Herrera-Ruiz et al. 2012).

6.2.1 Andlisis quimico de BtHA

Se utilizé un equipo de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) para
la deteccion y cuantificacion de los compuestos mayoritarios presentes en BtHA. El
equipo consta de un médulo de separacion (Waters® 2695) equipado con un detector
de arreglo de diodos (Waters® 2996) y operado con un software Empower 1. Se
empled una columna Superspher® 100 RP-18 (120 x 4 mm; 5um, Merck), utilizando
como fase movil agua/acido acético al 1 % como solvente A (OMNISOLV, EMD) y
acetonitrilo como solvente B (OMNISOLV, EMD), con un flujo de 1 mL/ min y utilizando
un sistema de gradiente durante 20 min de corrida de muestra, el cual estuvo
compuesto de la siguiente manera: el solvente A durante los primeros dos minutos se
mantuvo al 100 %, al minuto 3 se disminuy6 hasta alcanzar el 85 %, al minuto 7 se
llevé al 72 %, manteniendo esa concentracion hasta el minuto 12, durante los
siguientes dos minutos la mezcla contenia el 30 % del solvente A, al minuto 15 se
realizé un cambio en el gradiente de concentracion que llego a 100 % del solvente B, el
cual se mantuvo durante un minuto y finalmente del minuto 17 al 20 el gradiente

regreso a las condiciones iniciales en donde el solvente A es 100 %.
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La longitud de onda a la que se monitorearon las muestras fue de 200-600 nm y
el volumen de inyeccion fue 20 pl. La cuantificacion de los compuestos se realizd
usando curvas de calibracion construidas con estandares comerciales (SIGMA,
ALDRICH, USA) de rutina, acido ursdlico (Herrera-Ruiz et al., 2012), glucésido de

guercetina, acido clorogénico y escopoletina.

6.3 Fraccionamiento de BtHA

Con la finalidad de obtener una fraccion que demostrara tener actividad anti-
acetilcolinesterasa, anti-inflamatoria y antioxidante, se realizaron dos métodos de

fraccionamiento de BtHA.

En el primero, se realizé el fraccionamiento de BtHA por biparticion (Figura 2),
para separar sus componentes quimicos por polaridad (Herrera-Ruiz et al. 2012).
Para esto, se emple6é una mezcla de acetato de etilo (AcOEt grado reactivo, Merck,
Damstadt, Alemania) y H,O en una proporcién 1:1. La fase de acetato de etilo fue
recuperada, concentrada, liofilizada y almacenada para ser usada posteriormente en
las pruebas biologicas (Fr-AcOEt). La fase acuosa obtenida a partir de la biparticion,
fue re-suspendida en metanol (MeOH grado reactivo, Merck). Como resultado de
esta resuspension se obtuvieron dos fracciones, Fr-MeOH (sobrenadante) y Fr-PP

(precipitado).
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BtHA
Biparticion
AcOEt{H20 (1:1)
Fr- Acuosa Fr- Acetato de etilo AcOEL
MeOH

Precipitado

Fr- Meanalica MeOH

Figura 2.- Esquema del primer fraccionamiento de BtHA por biparticion con AcCOEt/H,0 (1:1)

En el segundo fraccionamiento (Figura 3), BtHA fue disuelto con MeOH al
60 % y centrifugado a 3,000 rpm durante 50 min a 25 °C. El precipitado obtenido fue
fraccionado, utilizando una cromatografia en columna, con Diaion HP20 (SIGMA
Saint Louis, U.S.A.) como fase estacionaria. Como fase mévil, se empleé MeOH al
60 % y 100 % asi como, AcOEt al 100 %. Las fracciones obtenidas de este

fraccionamiento fueron etiqguetadas como Fr-1, Fr-2 y Fr-3 con respecto al orden de

polaridad en que se obtuvieron.
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sobrenante

Precipitado

Cromatografia

an

Columna

MeOH 60%

MeOH

AcOEt

Fr-1

Fr-2

Fr-3

Figura 3.- Esquema del segundo fraccionamiento de BtHA por centrifugacion y cromatografia en

columna.

MeOH

PP

6.3.1 Analisis quimico de las fracciones obtenidas de BtHA

Para el andlisis quimico por HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

de BtHA vy sus fracciones (Fr-AcOEt, MeOH, PP, Fr-1, Fr-2 y Fr-3), se emple6 una

columna Superspher® 100 RP-18 (120 x 4 mm; 5um, Merck) y un sistema de eluciéon

H,O (solvente A), Acetonitrilo (Grado HPLC, Merck) (Solvente B) con un flujo de

1 ml/min y una presion de 700-1600 psi, a una A=205 nm. El sistema de gradiente

fue: A %: B %= 100:0 (0-1min); 90:10 (2-4 min); 80:20(5-9 min); 70 % (10-15 min);

60:40 (16-18 min); 40:60 (19-20 min); 0:100 (21-30 min); 100:0 (31-32 min).

——
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6.4 Fraccionamiento de Fr-AcOEt

CHCl3/MeOH

CC
FN
Hex:AcOEt

R

Figura 4.- Fraccionamiento de Fr-AcOEt de donde se obtuvieron las fracciones con mayor polaridad
gue el &cido ursodlico (C1M, C1N, C1Q), y la fraccién rica en flavonoides (Flav. 3).

C1M FLAV. 3

Este fraccionamiento (Figura 4) se llevo a cabo a través de una cromotografia
en columna de fase normal, utilizando como fase estacionaria, silica gel 60 (70-230
mesh ASTM, Merck) de fase normal y como fase mévil n-hexano: AcOEt (n-hexano
grado reactivo, Merck). En este proceso se utilizé Fr-AcOEt obtenida de la biparticién
de BtHA y se colectaron fracciones que contenian compuestos con una polaridad
mayor al acido ursolico, estas nuevas fracciones fueron denominadas C1M, C1IN y
C1Q. Cabe mencionar que con una parte de Fr-AcOEt, se hizo una re-suspension
con cloroformo (CHCI3)/MeOH (tres veces) obteniéndose asi un precipitado rico en
flavonoides, el cual fue denominado Flav 3. Todas las fracciones fueron liofilizadas y
evaluadas en los modelos de inhibicion enzimética, inflamacion y antioxidante, que

son descritos mas adelante.
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6.4.1 Andlisis quimico del fraccionamiento de Fr-AcOEt

El andlisis quimico por HPLC de las fracciones de Fr-AcOEt (C1M , C1IN ,
C1Q) y la fraccion rica en flavonoides (Flav3) se llevé a cabo utilizando una columna
Superspher® 100 RP-18 (120 x 4 mm; 5um, Merck), con las siguientes proporciones
de disolventes: para la fase movil el disolvente A fue H,O y el disolvente B fue
acetonitrilo: A: B = 100: 0 (0-1 min), 90:10 (2-4 min), 80:20 (min 5-7), 75:20 (8-11

min), 60:40 (12-14 min); 20: 80 (15-16 min); 0:100 (17-18 min) y 100:0 (19-22 min).

El volumen de inyeccion de muestra fue de 20 ul con una velocidad de flujo
1ml/min durante 22 minutos. La longitud de onda de deteccion fue escaneada a 190-
400 nm. La cuantificacion de los compuestos principales se logro utilizando curvas de
calibracion que se construyeron por separado con los estandares puros de los

flavonoides observados (SIGMA) (Herrera-Ruiz et al., 2012).
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6.5 Modelos Bioldgicos

6.5.1 Paradigma de Evitacion Pasiva (PEP)

Figura 5.- Dispositivo de Paradigma de Evitacién Pasiva, empleado para explorar memoria a corto y
largo plazo.

El paradigma de evitacién pasiva se usa tradicionalmente como una manera
rapida y facil de explorar la memoria a corto y a largo plazo. Esta prueba induce en el
roedor un conflicto entre la preferencia innata por las zonas oscuras y la aversion por

zonas iluminadas.

En este modelo se utiliza un dispositivo constituido por dos compartimientos,
uno descubierto e iluminado y otro cerrado y oscuro, separadas entre si, por una
puerta en forma de guillotina; la base del dispositivo es una rejilla metalica que se
conecta a una fuente eléctrica, la cual es controlada manualmente (Panlab Cornella,

modelo LE872).

La prueba consta de dos fases: la primera es de entrenamiento y adquisicion
con una duracion de dos dias, esta fase consiste en colocar al ratén en el

compartimiento iluminado del dispositivo orientado de frente al compartimiento
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oscuro; en el primer dia el raton explora el dispositivo durante 30 seg y después se
abrie la puerta que separa ambos compartimientos. Una vez que el ratén entra en el
compartimiento oscuro, la puerta se cierra automaticamente y se aplica una descarga
eléctrica de 0.6 mA durante 2 seg (Ent). En el segundo dia los animales son

expuestos al dispositivo y se evalua la adquisicion del aprendizaje (Adq).

Todos los ratones entrenados fueron asignados al azar, en grupos de 7
individuos para su tratamiento: BASAL, BtHA (50, 100, 200 y 500 mg/kg),
Galantamina (GAL) 4 mg/kg y Vehiculo (VEH). Inmediatamente después de evaluar
la adquisicién, los tratamientos fueron administrados cada 24 horas durante 4 dias

consecutivos; el grupo control BASAL y el grupo VEH solo recibieron H-O0.

En la segunda fase (retencion de memoria) se administraron los tratamientos
BtHA, GAL y VEH via oral (vo) 1 h antes de la evaluacién final. Treinta minutos
después de la aplicacion del tratamiento, se les administré 2 mg/kg de ESC (farmaco
inductor de deterioro temporal de la memoria) via intraperitoneal (ip) y treinta minutos
mas tarde, se evalud la retencién de memoria de todos los tratamientos (incluyendo
el BASAL y VEH) colocando a los ratones en el dispositivo de Evitacion Pasiva, sin
estimulo eléctrico. El parametro indicativo de una retencién de la memoria, fue el
tiempo (seg) de latencia de escape del compartimiento iluminado al compartimiento

OSCuro.
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6.5.2 Natacion forzada (NF)

Figura 6.- Prueba de Natacion forzada, utilizado para medir depresion.

La prueba se lleva a cabo en un cilindro de vidrio de 20 cm de alto x 12 cm de
diametro, con agua hasta los 16 cm de altura, a una temperatura de 25 °C * 2. Los
ratones inicialmente, son sometidos a una pre-prueba de nado de 15 minutos
duracion, posteriormente son retirados del agua, secados y puestos a resguardo en

grupos de 7 individuos.

Después de la pre-prueba, se inicié un esquema de administracién (vo) de los
tratamientos de BtHA (50, 100, 200 y 500 mg/kg), VHE y un antidepresivo comercial

(imipramina) a 15 mg/kg (IMI), 24, 18 y 1 h antes de la evaluacion final.

Durante la prueba final, se midi6 el tiempo de inmovilidad de los ratones en
un lapso de 5 minutos. La finalidad de esta prueba es inducir desesperanza
conductual aprendida en los ratones, que se refleja como una disminucion del tiempo

de movilidad, hecho que a su vez, es traducido como depresion.
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6.5.3 Laberinto elevado en formade cruz (LEC)

Figura 7.- Laberinto Elevado en forma de Cruz, modelo empleado para medir ansiedad.

El LEC es un dispositivo que por si mismo, genera estados de ansiedad en los
ratones evaluados, pues permite provocar en ellos la sensacién de miedo al explorar
espacios desprovistos de paredes y en condiciones de luz roja, que es total
oscuridad para ellos. El aparato fue construido con acrilico transparente y consiste en
dos brazos abiertos (30 cm x 5 cm) y dos brazos cerrados (30 cm x 5 cm x 15 cm)
como se observa en la figura 7. Los brazos estan extendidos desde una plataforma

central (5 cm x 5 cm) y el laberinto se eleva 50 cm desde el suelo.

Para este ensayo se formaron grupos de 7 ratones, los cuales fueron
administrados (vo) con las diferentes dosis de BtHA (50, 100, 200 y 500 mg/kg) y
VEH una hora antes de realizar el experimento. El Diazepam (DZP) se administré a
1 mg/kg (ip) 30 minutos antes de experimento. Cada animal fue colocado en el centro

del laberinto frente a uno de los brazos abiertos.
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El niUmero de entradas y el tiempo que permanecen en los brazos abiertos y
cerrados fueron registrados durante 5 min. La entrada hacia un brazo se definié

cuando el animal colocaba las cuatro patas dentro de cualquiera de los brazos.

Todas las pruebas fueron grabadas con una camara de video (SONY
Handycam DCR-SR47). Después de cada prueba, el laberinto es aseado
cuidadosamente con papel de seda, humedecido con una solucién de etanol al 10 %.
Se registré el porcentaje de niumero de entradas a los brazos abiertos (% NA) y el
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (% TA). Un porcentaje alto de NA y TA

con respecto al grupo VEH, es indicativo de un efecto ansiolitico.

6.5.4 Campo Abierto (CA)

Figura 8.- Modelo de Campo Abierto, este modelo se usa para medir la actividad motora esponténea.

El CA se utiliza para descartar un posible efecto sedante o sobre excitacion

general del SNC de los ratones evaluados en LEC. Para esto la actividad ambulatoria
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de los roedores tratados fue comparada con la observada en el grupo que solo

recibié VEH.

El piso de CA fue construido con acrilico negro, éste se encuentra dividido en
nueve cuadrantes de 100 cm? cada uno (figura 8), las paredes son de acrilico
transparente (30 cm x 30 cm x 15 cm). Los parametros evaluados fueron el nimero
de cuadrantes cruzados con las cuatro patas y el namero de levantamientos

verticales.

6.5.5 Anadlisis estadistico

Los resultados de estos modelos bioldgicos se expresaron como la media +
desviacién estandar (DE) y se analizaron usando analisis de varianza de una via
(ANOVA) y post-prueba de Dunnet, marcando diferencia significativa con un valor de

p < 0.05, usando el programa de software SPSS versién 11.0.
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6.5.6 Evaluacién de la actividad de la enzima acetilcolinesterasa in vitro

e

N—

Figura 9.- Celda de cuarzo utilizada para medir la actividad de la enzima AChE.

El efecto de las fracciones de BtHA sobre la actividad de la enzima AChE, fue
evaluada a través de ensayos in vitro. Para esto, se utilizd extracto de cerebro de
raton como fuente enzimatica. A continuacion se describe el método empleado para

este proposito:

Siete ratones macho de la cepa ICR (HARLAN) fueron sacrificados por
dislocacion cervical. El cerebro de los animales mencionados fue disectado y
congelado a -78 °C. Al cabo de 1 hora, los cerebros fueron descongelados y molidos
con ayuda de un homogenizador tipo Potter (Kimble Chase, Vineland, U.S.A.) en 5 ml
de PBS (NaCl 0.137 M, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 0.01 M, KH,PO,4 1.4 Mm, pH: 7.2)
adicionado con inhibidores de proteasas (Termolisina 0.0005mg/ml, Quimotripsina
0.002 mg/ml, Tripsina 0.02 mg/ml, Papaina 0.33 mg/ml) (Complete Mini EDTA-Free,
ROCHE, Mannheim, Alemania). EI homogenizado fue centrifugado a 13000 rpm
durante 15 minutos, a 4 °C. El sobrenadante obtenido fue utilizado en los ensayos

enzimaticos.
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La evaluacién de la actividad de la AChE se realizé siguiendo el método

propuesto por Ellman et al en 1961, el cual se describe de la siguiente manera:

Para alcanzar un volumen final de 360 pul, se agregaron a una celda de cuarzo
(figura 9) 300 ul de Buffer fosfatos (100 mM de NaH,PO4.H20, pH 8), 20 ul de ioduro
de acetilcolina como sustrato (ATChl, SIGMA) a concentraciones de 5, 10, 25, 50 y
75 mM, 20 ul de 10 mM de Dithio-bis-nitro-benzoato (DTNB, SIGMA). La mezcla fue

mantenida a 36.5 °C.

Para iniciar la reaccion enzimatica se agregaron 20 ul de extracto de cerebro

de ratén como fuente enzimatica.

Se cuantificO la absorbancia de la reaccibn en un espectrofotometro
(PerkinElmer Lambda 25 UV/VIS, Waltham, U.S.A.) a una longitud de onda de 412

nm cada 20 seg durante 3 min.

Para el ensayo de inhibicion se agregaron 20 ul de BtHA a concentraciones de
0.00625, 0.0125, 0.025, 0.05 y 0.1 mg/ml. Con estos datos se construyd una curva

de inhibicién la cual permitié calcular la IC50 (Anexo 1).
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Las fracciones de BtHA obtenidas y las obtenidas del fraccionamiento de
Fr-AcOEt, se evaluaron con la IC50 (0.04 mg/ml) obtenida de BtHA y el valor de Km
(1.86 mM) de la reaccién enzimatica sin inhibidor (Anexos 2 y 3), los resultados
fueron comparados con los obtenidos de la adicion de Tacrina (9-Amino-1, 2, 3,4-
tetrahydroacridine hydrochloridehydrate, SIGMA), que es un inhibidor competitivo, a
una concentracion de 1x10®° M. Con los resultados obtenidos, se realiz6 un analisis
estadistico con una ANOVA y una post-prueba de Tukey con p<0.05. Los resultados
se reportaron como porcentaje de inhibicibn enziméatica de cada uno de los

tratamientos.

6.5.7 Inflamacion inducida por TPA (12-orto-tetradecanoil-forbol 13-acetato)

Figura 10.- Ratén macho, tratado con éster de forbol para determinar el efecto anti-inflamatorio de
BtHA y sus fracciones.

Esta técnica permiti6 evaluar el efecto antinflamatorio de las diferentes
fracciones de BtHA, mediante la determinacion del diferencial de peso entre un
pabellon auricular tratado con el agente antiinflamatorio y otro que no recibio

tratamiento alguno (Young et al. 1989).

46

——
| —



JfMateriales y ¢/tétodos

Siguiendo el protocolo propuesto por Young y De Young (1989), se evaluo el
efecto antiinflamatorio de las fracciones de BtHA y de las fracciones de Fr-AcOEt.
Todas las fracciones fueron administradas a una sola concentracion (320 mg/ml)
(Garcia-Morales, 2008). Los tratamientos, asi como el control positivo dexametasona
(anti-inflamatorio comercial), fueron aplicados en la cara externa (10 pl) e interna (10
ul) del pabellén auricular derecho de los ratones. Al cabo de 15 min, se aplico el
agente proinflamatorio TPA (12-Orto-tetradecanoylphorbol-13-acetato, SIGMA, Saint
Louis, U.S.A.) de la misma forma que los tratamientos, a una concentracion de 0.25
mg/ml. Después de 24 horas de la aplicacion del TPA, se aplicO nuevamente el
proinflamatorio y una hora después, los ratones fueron sacrificados por dislocacion

cervical.

De cada uno de los animales experimentales, se obtuvieron secciones
centrales de pabellon auricular de 6 mm de diametro de la oreja tratada y la no
tratada (figura 10). La actividad anti-inflamatoria de los tratamientos se determind a
través de la diferencia de peso entre ambas secciones de pabellén auricular. Los
resultados fueron analizados con una ANOVA y una post-prueba de Tukey y una
p<0.05 para determinar las diferencias estadisticas de cada tratamiento. Los

resultados se expresaron como porcentaje de actividad antiinflamatoria.
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6.5.8 Actividad antioxidante por el método de TBARS (Especies Reactivas de

Acido Tiobarbiturico).

El efecto antioxidante de las fracciones de BtHA fue determinado a través del
método de TBARS. Este método es el mas simple y popular para cuantificar la
per-oxidacion de lipidos en muestras biologicas (Lee et al. 2012). Los peroxidos
lipidicos son inestables y se descomponen para formar una serie de compuestos,
incluyendo compuestos carbonilicos reactivos (Sanderson et al. 1995; Nacitarhan et
al. 1995). El malondialdehido (MDA) es un producto derivado del &cido araquidénico
y es el producto final de la per-oxidacion lipidica. Actualmente este método esta
siendo utilizado como indicador del estrés oxidante en los sistemas biolégicos (Yagi,

1998).

El ensayo se basa en la reaccion de &cido tiobarbiturico (TBA) con MDA para
producir un color rosa (MDA-(TBA),). El principio bésico involucra el calentamiento de
la muestra a alta temperatura (95-100 °C) con TBA bajo condiciones acidas para
permitir la formacion de MDA-(TBA;). EI complejo MDA-(TBA;) puede ser medido de
forma colorimétrica por un espectrofotometro con una absorbancia de 530-540 nm o
fluorometricamente, usando una longitud de onda de excitacion de 525 nm y emision

de onda de 547 nm (Gutteridge, 1986).

Para este estudio, se sacrificaron ratas por dislocacién cervical, con la

finalidad de extraer el cerebro, el cual, se us6 como sustrato de lipidos de
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membrana. El cerebro completo se colocé en solucion salina fria a 0.9 %. Se peso el
cerebro y agreg6 10 ml de buffer de fosfatos (9.5 mM, pH= 7.4) por cada gramo de
cerebro. Se homogenizé por 60 s y posteriormente fue centrifugado por 10 min a
3000 rpm. Del sobrenadante obtenido, se realizd la cuantificacion de proteinas
totales por el método de Bradford (Bio-Rad, Berkeley, California, U.S.A.). La
induccién del estrés oxidante se promovi6é al agregar 10 uM de FeSO4 (SIGMA) a

375 pl de sobrenadante (2.666 mg prot/ml) en tubos de 1.5 ml.

Posteriormente a todos los tubos se agregaron, 50 pl de PBS con 20 uM de
EDTA (SIGMA) y se adicionaron 25 pl de las muestras. Se incubaron por 30 min a
37 °C, posteriormente se agregaron 50 pul de FeSO4 (100 pM). Nuevamente se
incubaron a 37 °C, con agitacion durante 1 hora. Al término de este tiempo, se
agregaron 500 pl de reactivo TBA (Acido Tiobarbiturico, BioAssaySytems, Hayward,
U.S.A.) y se mantuvieron en hielo durante 10 min. Enseguida se centrifugaron las
muestras durante 5 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente, al finalizar se
incubaron por 30 min en agua a 80 °C. Por duplicado, se tomaron 200 ul de cada
tubo y se colocaron en una placa de 96 pozos. Se midi6 la absorbancia a 540 nm e
interpolaron los valores en la curva estandar para obtener la concentracion de
TBARS en solucion.

Asson +0.00877

TBARS (M) =21 07558

Los datos que se obtuvieron de con esta evaluacion se reportaron como

porcentaje de actividad antioxidante.
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7 Resultados y discusion

7.1 Rendimientos de BtHA y analisis por HPLC

Eﬁ Derivado del acido clorogénico (M.1.)
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Figura 11.- Analisis cromatogréafico por HPLC de BtHA a 350 nm.
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Figura 12.- Analisis cromatogréafico por HPLC de BtHA a 210 nm.

Del proceso de extraccion se obtuvieron 118 g en peso seco de BtHA, que

representd el 14.35 % de rendimiento respecto del material vegetal inicial. El analisis

——
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guimico de BtHA a través de HPLC nos permitid identificar cinco compuestos:

glucésido de quercetina, rutina, acido ursélico, escopoletina, y acido clorogénico

mostrados en la figura 11y 12.

La Tabla 1 muestra el andlisis cuantitativo de los compuestos anteriormente

mencionados, detectados en BtHA, asi como sus tiempos de retencion (Tgr) y sus

longitudes de onda (A) inicial, maxima y final.

Tabla 1. Concentracion de glucésido de quercetina, escopoletina, acido ursolico y

acido clorogénico en BtHA.

COMPUESTO TR CONCENTRACION A (nm)
(min) (mg/g de extracto) A B C

Flavonoles

Glucésido de quercetina 9.01 9.73 254 350 453

Rutina 8.46 NI 205 255 355

Flavonol 8.03 NI 255 355 448

Flavonol 7.39 NI 254 354 442

Flavonol 7.12 NI 212 267 300

Terpeno

Acido ursélico 13.15 15.73 190 205 266

Cumarina

Escopoletina 10.43 3.23 297 350 420

Fenilpropanoides

Acido clorogénico 7.66 0.16 243 327 416

Derivado de Ac. clorogénico 7.81 NI 245 330 419

Derivado de Ac. clorogénico 8.68 NI 200 227 267

NI= no identificado; Tr= tiempo de retencion; A=longitud de onda A=inicial,

B=maximo, C= final.
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7.1.2 Efecto de BtHA en el paradigma de evitacion pasiva (PEP)

En la figura 13 se observan los resultados obtenidos del paradigma de
evitacion pasiva. Durante la fase 1 de entrenamiento (Ent, dia 1), el promedio de
tiempo que los animales tardaron en cruzar del compartimiento iluminado al oscuro
donde recibieron la descarga eléctrica, fue de 22 seg. Durante la adquisicion (Adq,
dia 2), el tiempo que tardaron en cruzar hacia compartimiento oscuro, se incremento

significativamente hasta 450 seg, resultado que fue interpretado como aprendizaje.

En la fase 2, el grupo de animales que recibié VEH (vo) y ESC (2.0 mg/kg ip),
presentaron un tiempo de latencia de retencién de memoria de 30 seg, que fue
significativamente menor (*p <0.05) respecto del grupo BASAL (441 seg). El efecto
de la ESC fue bloqueado por la administracion de GAL (4.0 mg/kg), la cual indujo un
incremento significativo (415 seqg) respecto al VEH (*p <0.05) en el parametro de

tiempo de retencion pero estadisticamente igual al grupo BASAL (p >0.05).

Los grupos de animales que recibieron durante 4 dias, las dosis de 50, 100,
200 y 500 mg/kg de BtHA, mostraron un bloqueo del efecto de ESC al incrementar la
latencia de retencion de memoria de manera dependiente de la dosis, alcanzando
valores de 200, 341 y 464 seg, respectivamente. Estos datos fueron

significativamente diferentes al grupo VEH tratado con ESC (*p <0.05) por lo tanto se
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determiné que BtHA muestra. La dosis menor (50 mg/kg) no indujo cambios respecto

al grupo VEH (p >0.05).

Fase 1 Entrenamiento y Adquisicion Fase 2 Retencion de memoria

550 - A A

SOOA( T
1

450 +

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -

Tiempo (s)

100 -

Ent Adq Basal \BtHASO BtHA100 BtHA200 BtHAS500 GAL 4.0 VEH}

| Tratamientos (mg/kg)
ESC

Figura 13.- Efecto de la administracion de diferentes dosis de BtHA en el parametro de retencion de
la memoria en ratones con dafio inducido con ESC, en el modelo de PEP. GAL= Galantamina; VEH=
control negativo; Ent= entrenamiento dia uno; Adg= Adquisicién dia dos; BASAL= retencién de la
memoria al final del ensayo. Anova post-prueba de Dunnet se muestra el promedio +DE (n= 7).

La escopolamina se ha establecido como un medicamento amnésico que es
utilizado como un modelo para inducir déficit de memoria (Norman et al. 2002). Este
farmaco es un antagonista muscarinico de la ACh ya que inhibe los efectos de este
neurotransmisor bloqueando sus sitios de union, generando una depresion del

sistema nervioso central, provocando estados de somnolencia, euforia, amnesia y

fatiga.
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Una posible respuesta al efecto nootropico de BtHA es que al inhibir la
actividad de la AChE en el cerebro de los ratones tratados con escopolamina, BtHA
permite mantener la biodisponibilidad del neurotransmisor ACh y superar las
concentraciones de la ESC administrada, ya que cabe la posibilidad de este farmaco
no este ocupando todos los receptores muscarinicos y por lo tanto la ACh tiene
mayores posibilidades de unirse a receptores muscarinicos disponibles y de esta

forma revertir el efecto amnésico de la ESC.

Como ya se ha mencionado, entre los compuestos de BtHA esta presente el
acido ursdlico, el cual ha sido reportado con actividad anti-acetilcolinesterasa (Chung

et al. 2001) y este podria ser el compuesto responsable de la actividad bioldgica.

Otra posibilidad de respuesta al efecto nootropico de BtHA se basa en los
tipos de receptores del neurotransmisor ACh, el cual no solamente se une a los
receptores muscarinicos sino que ademas se une a los receptores nicotinicos (Flores
et al. 2005) por lo tanto, cabe la posibilidad que al haber una mayor biodisponibilidad
de ACh, esta no solamente se una a los receptores muscarinicos disponibles, sino
gue ademas, podria estar uniéndose a los receptores nicotinicos, incrementando asi

la posibilidad de revertir el efecto de la ESC.
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7.1.3 Efecto de BtHA en la prueba de natacion forzada (NF)

En la figura 14 se observa que el grupo control negativo, que corresponde a
los animales que solo recibieron VEH presentaron un tiempo de inmovilidad de 261
seg. Mientras que la administracion del antidepresivo IMI, produjo en los ratones una
disminucién de este parametro hasta 75 seg, lo cual fue significativamente diferente
(*p <0.05) al VEH. Por otro lado, la administracion de las dosis de 50, 100 y 200
mg/kg de BtHA produjeron en los animales experimentales, un comportamiento
semejante (p >0.05) al del grupo VEH con tiempos de inmovilidad de 255, 243 y 240
seg, respectivamente. Sin embargo, la administracién de la dosis de 500 mg/kg
provoco una disminucion significativa en el tiempo de inmovilidad de los ratones en el

cilindro con agua (p <0.05), con un valor de 150 seg.

B50

BO0 A

250 1---

200 1---

Tiempo (s)

150 1---

100 {---

I T
I = %
BtHA 50 BtHA 100 BtHA 200 BtHA 500 IMI 15 VEH

Tratamiento (mg/kg)

Figura 14.- Efecto de la administracion de diferentes dosis de BtHA, sobre el tiempo de inmovilidad de
los ratones en la prueba de NF. IMI=imipramina; VEH= control negativo. Anova post-prueba de Dunnet
se muestra el promedio £DE (n= 7).
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La prueba de NF, es una estrategia experimental que goza de alta popularidad
para la busqueda de tratamientos contra la depresién. Se basa en que la inmovilidad
observada en los ratones sometidos a esta prueba, es reflejo de algunos aspectos de la
depresion, como la desesperanza, la cual es disminuida con la administracion de
antidepresivos clasicos usados en la clinica (David et al. 2003). En este modelo se
observo que BtHA es capaz de disminuir la inmovilidad de los ratones en el cilindro con
agua, solo a la dosis mas alta administrada (500 mg/kg), dosis menores no tienen

influencia sobre dicho pardmetro.

Por otro lado, en los ensayos de NF se considera necesario confirmar que el
efecto antidepresivo no esta enmascarado con un incremento en la conducta motora de
los animales, por lo que se debe confirmar dicha actividad con pruebas de actividad

motora espontanea (Petit-Demouliere et al. 2005), como el campo abierto.

7.1.4 Efecto de BtHA en la prueba de Laberinto elevado en forma de cruz (LEC)

En la figura 15 se observa los resultados de la prueba de LEC en donde el
grupo control negativo, que recibi6é solo el VEH mostré un porcentaje de cruces a
brazos abiertos (NA) del 23 %, mientras que el tiempo que permanecen en los
mismos brazos (TA) fue del 19 %. Aquellos animales que recibieron la dosis de
1 mg/kg del ansiolitico DZP presentaron un incremento significativo respecto al VEH
en ambos parametros (p <0.05), con un NA y TA de 73 %. Un efecto similar fue

observado con la administracion aguda de BtHA a partir de la dosis de 100 mg/kg
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(NA=53 % y TA= 57 %), 200 mg/kg (NA=53 % y TA= 67 %) y con 500 mg/kg (NA=

51 % y TA= 66 %), esta actividad fue estadisticamente diferente al grupo tratado con

VEH y no se observo una dependencia de la dosis.

80 -
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Eventos (%)

30 -

BtHA 50 BtHA 100 BtHA 200 BtHA 500 DZP 1.0 VEH

Trratamiento (mg/kg)
0% NA BE%TA

Figura 15.- Efecto de la administracion de diferentes dosis de BtHA, sobre el porcentaje de cruces
(%NA) y de Tiempo (%TA) que los ratones tienen en los brazos abiertos del LEC. DZP=diazepam;
VEH= control negativo. Anova post-prueba de Dunnet se muestra promedio +DE (n=7).

Asociado al efecto que se le atribuye a B. ternifolia sobre el SNC, la
evaluacion de la actividad ansiolitica del BtHA en el modelo de LEC es para muchos
autores una de las pruebas mas empleadas para medir ansiedad y se fundamenta en
la tendencia natural que los roedores tienen a explorar ambientes nuevos, ademas
de evitar aquellos espacios brillantes, no protegidos y elevados (representados por
los brazos abiertos del laberinto). Se ha demostrado que el colocar a los animales en
estos lugares provoca un incremento en la defecacién y en los niveles de

corticosterona sérica, lo que hace de este modelo una importante prueba de
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validacién conductual y fisiolégica. Y si ademas, se le suma que farmacos
ansioliticos como las benzodiacepinas, incrementan la exploracién en los brazos
abiertos, entonces se le puede atribuir al modelo una validacion farmacolégica
(Pellow et al. 1986; File et al. 1990). El efecto ansiolitico de BtHA se observo desde
la dosis de 100 y hasta 500 mg/kg, por un incremento significativo en los parametros

de % NA y % TA.

7.1.5 Efecto de BtHA en la prueba de campo abierto (CA)

Después de la administracion de cualquiera de las diferentes dosis de BtHA,
de DZP o VEH a los diferentes grupos de ratones, el comportamiento de éstos en el
campo abierto no fue significativamente diferente entre los grupos (p >0.05, figura

16).
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Figura 16.- Efecto de la administraciéon de diferentes dosis de BtHA, sobre cruces totales y
levantamientos verticales en CA. DZP= diazepam; VEH= control negativo. Anova post-prueba de
Dunnet se muestra promedio +DE (n=7).
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Se observd que ninguna de las dosis usadas modificé de manera significativa
la actividad motora espontdnea medida en campo abierto, en el cual se considera
gue un incremento en la locomocion de los ratones en respuesta a algun tratamiento,
esta relacionado con un efecto estimulante, mientras que un decremento en dicho

parametro se toma como un efecto sedante (Prut et al. 2003).

Por lo tanto los resultados observados en el modelo de LEC son reales y no el

resultado de un efecto sedante o estimulante por parte de BtHA.

7.2 Primer fraccionamiento de BtHA

BtHA
26g
Biparticidn
AcOEt/H20 (1:1)
2037 g . 1.29g
Fr- Acuosa Fr- Acetato de etilo AcOEL .
Rendimiento: 94.04 % I~ ACELALO U ELI0 AC Rendimiento: 4.96 %
MeOH
Precipitado Fr- Meand6lica MeOH
9.38g 5.26¢g
Rendimiento: 36.07 % Rendimiento: 21.61 %

Figura 17.- Primer fraccionamiento de BtHA. Del cual se obtuvieron las fracciones Acetato de etilo
(AcOEt), Precipitado (pp) y Metandlica (MeOH).

Del extracto BtHA se obtuvieron 118 g en peso seco que representa un

rendimiento de 14.35 %, de este extracto se tomaron 26 g, con los que se realizé una
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biparticibn como se muestra en la figura 17, en esta misma figura se observan los
rendimientos de cada una de las fracciones obtenidas. Estas fracciones fueron
almacenadas para los diferentes ensayos bioldgicos y su analisis quimico por

cromatografia en capa fina y por HPLC.

7.2.1 Evaluacion de la actividad enzimatica

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa
GraphPadPrism5, y se demostr0 que la actividad del extracto de cerebro se
comporta segun el modelo de Michaelis-Menten (anexo 1) y que se ajusta a una
recta al hacer la transformacion de Lineawer-Burk (anexo 2). Con estos datos se
determind que la velocidad maxima (Vmax) de la reaccién fue de 6.515x10™

mmol/min y el valor de Km fue de 1.86 mM.

Después de estandarizar la concentracion media de sustrato necesaria para
alcanzar la mitad de la velocidad maxima de reaccion, se procedié a determinar la
concentracion inhibitoria al 50 % (IC50) de BtHA, la cual se determin6 en 0.04 mg/ml

(anexo 3).
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7.2.2 Inhibiciéon enzimética

Para determinar el porcentaje (%) de inhibicién sobre la AChE de BtHA y de
las diferentes fracciones obtenidas del primer fraccionamiento, los ensayos inhibicion
enzimatica se realizaron con la concentracion de sustrato necesaria para alcanzar la
mitad de la velocidad maxima de reaccion (Km) y con la concentracion de extracto
necesaria para inhibir al 50% la reaccion enzimatica (IC50). El porcentaje de
inhibicion de cada una de las fracciones se obtuvo por medio de la inclusion de los
valores de Vmax en la férmula reportada por Mufioz y colaboradores en 2005 (Mufioz

et al. 2005), los resultados obtenidos se muestran en la figura 18.
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Figura 18.- Grafica representativa de la actividad anti-acetilcolinesterasa, de las diferentes fracciones
de BtHA obtenidas del primer fraccionamiento (* Diferencia significativa con respecto al control sin
inhibidor).

En la figura anterior se observa que tanto BtHA como Fr-AcOEt y Fr-PP

(precipitado) tienen un porcentaje de inhibicion estadisticamente significativo con
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respecto al control negativo que fue la reaccion sin inhibidor, sin embargo fueron
BtHA y Fr-AcOEt las que presentaron un mayor porcentaje de inhibicion (12.26 % y
13.81 %), respectivamente. Estos porcentajes de inhibicibn son mas bajos que el

control positivo Tacrina, el cual present6 un efecto inhibitorio del 47.87 %.

Aunque los resultados obtenidos con las fracciones de BtHA no muestran un
efecto muy potente, si se observa una tendencia de incremento en la actividad de

Fr-AcOEt.

Sin embargo como se mencion6 anteriormente en el apartado de estudios
fitoquimicos de B. ternifolia, en Fr-AcOEt obtenida a partir de un extracto
hidroalcoholico de esta misma especie se han detectado compuestos de tipo
triterpenos, especificamente &cido ursolico, el cual ha sido objeto de diversos
estudios y ha demostrado efecto contra la AChE (Garcia-Morales, 2010; Herrera-

Ruiz et al. 2012).

Por principio de cuentas, el acido ursolico, es un triterpeno natural que esta
presente en una amplia variedad de plantas (Liu, 1995; Checker et al. 2012). Varios
efectos bioquimicos y farmacoldgicos del acido ursolico como son anti-inflamatorio,
antioxidante, anti-cancerigeno, anti-mutagénico, anti-arteriosclerético, anti-
hipertensivo, anti-leucémico y propiedades antivirales han sido reportadas en varios

sistemas experimentales (Ikeda et al. 2008; Tsai et al. 2008).
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Asi mismo, la busqueda de inhibidores de la AChE, a partir de las plantas
medicinales condujo al aislamiento de triterpenos como el acido ursolico, a partir de
un extracto de Origanum mejorana L. (Lamiaceae), el cual demostré tener el
potencial para inhibir la actividad de la AChE de forma dosis dependiente, de manera

competitiva y no competitiva (Chung et al. 2001).

De esta manera los resultados observados en el ensayo de inhibicion
enzimatica, nos permite pensar que el acido ursolico presente en la fraccion AcOEt
previamente observado y reportado (Garcia-Morales, 2010; Herrera-Ruiz et al. 2012)

podria ser el compuesto responsable de inhibir la actividad de la AChE.

7.2.3 Actividad anti-inflamatoria.

De acuerdo a los antecedentes obtenidos en el 2008 por Garcia-Morales, con
320 mg/ml de extracto hidroalcohdlico se observa un potente efecto antiinflamatorio.
A partir de este dato, se evalud la mencionada actividad biolégica de BtHA y sus
fracciones Fr-AcOEt, Fr-MeOH y Fr-PP, los controles empleados para este ensayo
fueron 4 mg/ml de Dexametasona (control positivo) y 0.025 mg/ml de TPA (control
negativo). El efecto de cada fraccién sobre la inflamacién por el TPA, fue reportado

como porcentaje de actividad antiinflamatoria (Figura 19).

Los resultados obtenidos del ensayo de inflamacion (figura 19) mostraron un

importante efecto antiinflamatorio de BtHA (54.75 %) y un incremento de este efecto

63

——
| —



CResultados y discusion

en Fr-AcOEt (86.91 %) comparado con el efecto producido por la dexametasona
(90.94 %). El andlisis estadistico demostrd diferencias estadisticamente significativas

en BtHA y Fr-AcOEt con respecto al grupo de TPA.
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Actividad antiinflamatoria (%)
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TPA (0.025) DEXA (4) BtHA (320) AcoEt (320) MeOH (320) PP (320)

Tratamientos (mg'kg)

Figura 19.- Efecto antiinflamatorio de BtHA y sus fracciones obtenidas del primer fraccionamiento
(* Diferencia significativa con respecto al control TPA, p<0.05).

Ademas como se puede observar, es Fr-AcOEt la que muestra el mejor efecto,
en este caso el efecto anti-inflamatorio y como se mencioné anteriormente es en esta
fraccion en donde se encuentra una mayor cantidad de &cido ursolico (Garcia-

Morales, 2010; Herrera-Ruiz et al. 2012).

Este triterpeno, durante mucho tiempo fue considerado bioldégicamente

inactivo (Liu, 1995). Pero en afos recientes ha atraido mucho la atencién por sus
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efectos farmacologicos combinados con una baja toxicidad (Novotny et al. 2001). En
algunos reportes se menciona que el &cido ursélico muestra efectos anti-
inflamatorios en células RAW264.7 (linea celular de monocitos de raton), por
atenuacion de la expresion inducida de la 6xido nitrico sintasa y la ciclooxigenasa-2
(COX-2) (Suh et al. 1998; Ryu et al. 2000). Subbaramaiah indica que el tratamiento
con acido ursolico suprime la inducciéon COX-2 mediada por TPA y la sintesis de
PGE2 de células mamarias humanas e inhibi6é la activacién la proteina cinasa C

(Subbaramaiah et al. 2000).

Asi mismo el extracto metandlico de hojas de Mallotus peltatus, en el cual el
acido ursodlico es el principal compuesto, exhibe actividad anti-inflamatoria
significativa contra el edema inducido por carregenina en pata de rata, y fue
potencialmente comparable al efecto antinflamatorio de la indometacina
(Chattopadhyay et al. 2002). Ademas el acido ursolico aislado de Nepeta sibthorpii
Bentham y Verbena officinalis también inhibe el edema en pata de rata inducido por
carragenina (Miceli et al. 2005; Deepak et al. 2000). El acido ursélico también ha
demostrado inhibir el edema de oreja de ratdén inducido por TPA y aceite de croton
(Ismaili et al. 2001; Recio et al.1995; Altinier et al. 2007; Baricevic et al. 2001; Park et
al. 2004; Fan et al. 2004). Este efecto anti-inflamatorio del acido ursoélico, ha sido
atribuido a la inhibicion de diferentes eventos de reacciones inflamatorias, como la
liberacion de histamina, 5-lipooxigenasa y produccion de NO y PGE2 (Liu, 1995; Ryu

et al. 2000; Suh et al. 1998; Ringbom et al.1998; Diaz et al. 2000).
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Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, sugieren que el
fraccionamiento de BtHA favorecio6 el efecto antiinflamatorio, sobre todo en Fr-AcOEt,
por lo tanto el andlisis de los compuestos presentes en esta fraccion eran

indispensables para adjudicar con precision el efecto biolégico al acido ursélico.

7.2.4 Actividad antioxidante por el método de TBARS (Especies Reactivas de

Acido Tiobarbiturico)

La figura 20 muestra el efecto antioxidante de las fracciones del primer
fraccionamiento en la cual se observa nuevamente que Fr-AcOEt tiene un excelente
efecto antioxidante (78.19 %), muy similar al obtenido con el antioxidante control

quercetina el cual mostro un efecto de 90 %.
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Figura 20.- Porcentaje de actividad antioxidante de las fracciones del primer fraccionamiento con
respecto a los controles antioxidantes quercetina y a-Tocoferol.
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Cabe mencionar que nuevamente Fr-AcOEt la que conserva la mayor
actividad antioxidante y es en esta fraccién en donde se ha reportado la presencia de
compuestos como el acido ursdlico, del cual también se ha reportado que reduce el
dafo oxidante inducido por la acumulacién de BA, como son la formacién de
radicales libres y peroxidacion de lipidos, estos resultados se observaron en ensayos
in vitro (Heo et al. 2002). Este triterpeno inhibe la union de BA a la microglia,
reduciendo la produccién de citocinas pro-inflamatorias, especies reactivas de
oxigeno neurotdxicas, conduciendo a un efecto neuroprotector contra BA (Wilkinson

et al. 2011).

Asi mismo, en otro experimento, la administracion de acido ursolico en ratas a
una dosis de 20 mg/kg, controla el estrés oxidante inducido con etanol, en higado y
corazén, por un decremento de los productos de la peroxidacion de lipidos (especies
reactivas de acido tiobarbiturico TBARS e hidroperoxidos de lipidos), incrementando
la actividad de las enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa, catalasa,

glutatién peroxidase etc. (Saravanan et al. 2006).

Los resultados obtenidos tanto del efecto anti-acetilcolinesterasa como el
efecto anti-inflamatorio y antioxidante, demuestran que el primer fraccionamiento
logré incrementar el efecto protector de BtHA concentrandolo en una sola fraccion
(Fr-AcOEt). Esto permitio, de acuerdo a los objetivos planteados en el proyecto,
realizar la caracterizacion quimica de aquella fraccibn que mostré el mejor efecto

contra los tres pardmetros mencionados.

67

——
| —



CResultados y discusion

Ademas se realizo el fraccionamiento de Fr-AcOEt, para poder elucidar, los
posibles compuestos responsables de las tres actividades y evaluarlos por separado

en los modelos de inhibicién enzimatica y anti-infamatoria.

7.2.5 Andlisis quimico del primer fraccionamiento de BtHA

Con la finalidad de conocer los grupos quimicos presentes en las diferentes
fracciones obtenidas se realizdé un analisis por cromatografia en capa fina (CCF) de
fase normal (FN). Con una fase movil de Hex:AcOEt en proporcion 7:3 y usando
como agente revelador al sulfato sérico, se logré identificar al acido ursdlico y B-
Sitosterol en BtHA y en Fr-AcOEt (figura 21). Lo cual concuerda con lo reportado por

Garcia-Morales en el 2010 y Herrera-Ruiz en el 2012.

FN
Hex : AcOEt
13 O O

Rev. Sulfato sérico = £ Sy i
e w o ®

1.<B-Sitosterol > N R p—

2.<Ac. Ursdlico>

3-BtHA

4 - Fr-MeOH

5.- Fr-AcOEt

6.- Precipitado

Figura 21.- Placa cromatografica (CCF) en fase normal (FN) donde se observa la presencia del acido
ursolico y B-Sitosterol en BtHA y Fr- AcOEt.
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Siguiendo la metodologia descrita para el analisis por HPLC de las fracciones
de BtHA, se inyectaron primeramente los controles, &cido ursélico y acido oleandlico
(anexo 4 y 5 respectivamente), para determinar su tiempo de retencion y su longitud
de onda y poder utilizar estos parametros en su busqueda dentro de las diferentes
fracciones. El hecho de inyectar estos dos compuestos se debe a que en las plantas,
por lo general estos dos compuestos se encuentran juntos y su diferencia estructural
consiste solo en el cambio de posicion de un metilo (CH3) del carbono 20 al 19 (Ki-

Yeol et al. 2012; Jacob et al. 2012) como se observa en la figura 22.

CH,
120

(a) (b)

Figura 22.- Estructura quimica del acido ursolico (a) y el acido oleandlico (b).

En el anexo 4 se observa el cromatograma especifico del acido ursoélico que
muestra que su tiempo de retencién es de 25.8 min y una longitud de onda de 193.5
nm. En el anexo 5 se observa el cromatograma especifico del acido oleandlico que

muestra un tiempo de retencion de 25.5 min y a una longitud de onda de 192.3 nm.
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25.8 Acido ursolico |
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Figura 23.- Cromatograma de BtHA, Fr-MeOH, Fr-PP y Fr-AcOEt. En donde se observa la presencia
de acido ursdlico y acido oleandlico a una longitud de onda de 205 nm.

En la figura 23 se muestran los cromatograma obtenidos de BtHA y las
fracciones obtenidas con el primer método de fraccionamiento, en el cual se
observan una gran cantidad de compuestos de diferente polaridad, dentro estos, los
picos encontrados en los primero minutos de corrida (izquierda del cromatograma) y
de acuerdo a la longitud de onda que mostraron, podrian formar parte del grupo de
los flavonoides, y los compuestos ubicados casi en los ultimos minutos de corrida
(derecha del cromatograma) podrian pertenecer al grupo de los terpenos. Entre estas
seflales se observan unos pequefios picos que corresponden a los tiempos de
retencién y longitudes de onda de los &cidos ursélico y oleandlico previamente

identificados.
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Por medio de una extrapolacion del area bajo la curva de ambos picos
observados en la figura 23 a una curva de calibracion de acido ursodlico y acido
oleandlico, se pudo cuantificar la cantidad por gramo de extracto de cada uno de

estos compuestos en BtHA y sus fracciones (Tabla 2).

En la misma imagen (figura 23) se observa el cromatograma de la Fr-MeOH,
donde se puede observar que se logré separar los compuestos mas polares de los
menos polares, dado que en el centro del cromatograma, no se observa ningun pico,
sin embargo a pesar de esta clara separacion, el solvente no arrastro los compuestos
de acido ursdlico y acido oleandlico, pero si algunos compuestos de alta polaridad no
identificados, que pueden pertenecer al mismo grupo (terpenos), lo que podria
concordar con la baja actividad de inhibicion enzimatica de esta fraccion. También se
observa que el cromatograma de Fr-PP es idéntico al obtenido con Fr-MeOH y por lo
tanto tampoco se observan los picos correspondientes al acido ursélico y acido

oleandlico.

En esta misma figura también se muestra el cromatograma obtenido de
Fr-AcOEt, que fue la fraccibn que mostré mayor actividad de inhibicidbn enzimatica,
anti-inflamatoria y antioxidante. En este cromatograma se puede observar la elevada
cantidad de compuestos que rodean a los picos de acido ursolico y oleandlico, lo que
permite ver que el fraccionamiento no favorecio de gran manera la separacion de los

compuestos, sin embargo al cuantificar la concentraciébn de ambos compuestos
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(acido ursdélico y acido oleandlico), se obtuvieron 14.7 mg/g de extracto y 19.5 mg/g

de extracto respectivamente (Tabla 2).

Basados en la informacién obtenida de estos cromatogramas podemos decir
que el fraccionamiento, favorecié el acimulo de los acidos ursdlico y oleandlico en
una sola fraccién, sin embargo auln estaban mezclados con muchos otros
compuestos y su concentracion no se incrementdé por mucho, o que no permitié
determinar con seguridad que estos compuestos fueran los Gnicos responsables de
la actividad anti-acetilcolinesterasa, por esta razén se propuso llevar a cabo el
segundo  fraccionamiento, para obtener fracciones menos complejas y que
favorecieran el enriquecimiento de alguna fraccidn con los acidos ursolico y

oleandlico.
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7.3 Segundo fraccionamiento de BtHA

20g BtHA
MeOH 60 %
Centrifugado 3000 rpm, 5 min, 25 °C
Sobrenante Frecipitado 2 g Rendimiento: 10%
16.9¢g Cromatografia
Rendimiento: 84 % en
Columna
MeOH 60% MeOH AcOEt
Fr-1 Fr-2 Fr-3
MeOH

Figura 24.- Segundo fraccionamiento de BtHA, del cual se obtuvieron las siguientes fracciones Fr-1,
Sobrenadante de la fraccion 2 (SNFr-2), precipitado de la fraccion 2 (PPFr-2) y fraccion 3 (Fr-3).

En la figura 24 se observan los rendimientos de las fracciones obtenidas en el
segundo fraccionamiento de BtHA, cabe destacar que en este fraccionamiento, solo

el precipitado de BtHA fue separado por cromatografia en columna (CC).

Posteriormente las diferentes fracciones fueron analizadas por cromatografia
en capa fina (CCF) para caracterizar los compuestos presentes en cada una de ellas.
Ademas estas fracciones también fueron analizadas por HPLC, utilizando el mismo
método que el primer fraccionamiento. Estas fracciones también fueron almacenadas

para su uso en las diferentes pruebas biolégicas
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7.3.1 Inhibicién enziméatica del segundo fraccionamiento de BtHA

604

40+

% de inhibicién
S

Sfinhibidor Tacrina  BtHA SN F1 SNF2 PPF2 F3

-20- Tratamiento

Figura 25.- Gréfica que representa el porcentaje de actividad inhibitoria de las fracciones del segundo
fraccionamiento de H. A. (p<0.05 * Diferencia significativa con respecto al control).

De la misma forma que se evaluaron las fracciones anteriores, también se
evaluaron las fracciones obtenidas del segundo fraccionamiento y se determing su
porcentaje de inhibicién enzimatica. En la figura 25 claramente se observa que BtHA,
conserva su actividad anti-AChE, sin embargo el resto de las fracciones presentan
una pérdida de actividad por lo tanto este fraccionamiento no favorecio la
centralizacion del efecto en una fraccion, pero nos permitid establecer que los

compuestos presentes en esas fracciones no son los responsables de la actividad

anti-AChE observada con BtHA.
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7.3.2 Actividad anti-inflamatoria del segundo fraccionamiento de BtHA
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Figura 26.- Efecto antiinflamatorio de las diferentes fracciones del segundo fraccionamiento de BtHA,
comparadas con el efecto de la fraccion AcOEt del primer fraccionamiento (* Diferencia significativa
con respecto al control TPA, p<0.05).

En la figura 26 se observa el comportamiento de las fracciones obtenidas del
segundo fraccionamiento en el modelo de inflamacion inducida por TPA. En esta
grafica cabe destacar el incremento en la actividad anti-inflamatoria de las fracciones
Fr-1 (90.69 %), PPFr-2 (91.19 %) y Fr-3 (77.6 %). Esta Ultima tiene un efecto muy
similar al obtenido con Fr-AcOEt del primer fraccionamiento, sin embargo las otras
dos fracciones superan el efecto de Fr-AcOEt, alcanzando un efecto similar la
dexametasona. Estos resultados demuestran que el segundo fraccionamiento
favorecio el enriquecimiento de compuestos con actividad anti-inflamatoria en Fr-1 y
PPFr-2, las cuales fueron posteriormente analizadas quimicamente para determinar

su composicion quimica y adjudicar el efecto biologico a algun grupo de compuestos.
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7.3.3 Actividad antioxidante por el método de TBARS del segundo

fraccionamiento de BtHA
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Figura 27.- Porcentaje de actividad antioxidante de las fracciones del segundo fraccionamiento con
respecto a los controles antioxidantes quercetina y a-Tocoferol.

La figura 27 muestra que el efecto antioxidante del segundo fraccionamiento
de BtHA practicamente desaparece. Estos resultados indican que solo en Fr-AcOEt

existen los compuestos necesarios para mantener un efecto antioxidante.
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7.3.4 Anédlisis quimico del segundo fraccionamiento de BtHA

Los resultados que se obtuvieron del andlisis por cromatografia en capa fina

del segundo fraccionamiento fueron los siguientes:

FR i “
Hex:AcOEt
73
Rev, Sulfate Sérico

AL, Dlequglice™
3. i

5. BtHA )
6. SNFi1

7. PP FR1

8. SNF1-2

9.PPF12

10. F3

11. SN BtHA

; ’ ve . "~ < f~ o
1 2 3 4 - T 8 4 10 1 :

Figura 28.- Placa cromatogréfica (CCF) en fase reversa (FR) de las diferentes fracciones del segundo
fraccionamiento.

En la figura 28 se observa que los controles de acido ursoélico y oleandlico
estan presentes en muy baja concentracién en BtHA, y en una alta concentraciéon en
SN Fr-2 y PP Fr-2, sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos del primer
fraccionamiento, el acido ursolico y oleandlico tienen una polaridad muy similar, por
lo que este tipo de andlisis, no permitio discernir cual de los dos compuestos esta en
mayor concentracién, o cual de los dos est4d o no presente, ya que en la placa
cromatografica se desplazan a la misma distancia el punto de aplicacién, en

contraste en Fr-1 y SN BtHA, éstos compuestos son imperceptibles. Ademas se
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puede observar la presencia de B-sitosterol en la Fr-3. El cual también es un
compuesto que se encuentra regularmente en las plantas y que podria tener un

efecto bioldgico.

El analisis por HPLC de las fracciones obtenidas del segundo fraccionamiento

se describe a continuacion.

Como se menciond anteriormente en la figura 23, BtHA presenta una gran
cantidad de compuestos de diferente polaridad, dentro de los cuales, los picos
encontrados a la izquierda del cromatograma y de acuerdo a la longitud de onda que
mostraron, podrian formar parte del grupo de los flavonoides, y los compuestos
ubicados a la derecha del cromatograma podrian pertenecer al grupo de los terpenos
y entre ellos se observan unos pequefios picos que corresponden a los tiempos de
retencion y longitudes de onda de los acidos ursdlico y oleandlico previamente
calculados. Como se dijo, en esta muestra se determind que de acido ursélico habian

11.1 mg/g de extracto y de acido oleandlico 9.09 mg/g de extracto (Tabla 2).
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Figura 29.- Cromatograma del sobrenadante de BtHA en donde se observa la presencia de acido
ursélico y acido oleandlico.

En la figura 29 se observa una mayor separacion entre los compuestos mas
polares a la izquierda del cromatograma y los menos polares a la derecha del mismo
y no se observa una aglomeracion de compuestos como en la Fr-AcOEt del primer
fraccionamiento. En esta figura también se puede observar la presencia de los acidos
ursolico y oleandlico en SNBtHA; la cuantificacibn de ambos compuestos fue la

siguiente: 4cido ursdlico 0.6 mg/g de extracto y acido oleandlico 5.6 mg/g de extracto.
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El cromatograma de Fr-1 en la figura 29, muestra claramente una separacion
de los compuestos polares de los no polares. Comparandolo con el cromatograma de
BtHA, se podra notar que esta fraccion logré retener muchos de los compuestos
polares de BtHA y casi ninguno de los compuestos poco polares y ninguno de los

acidos ursoélico y oleandlico.

El cromatograma de SNFr-2 muestra un conjunto de compuestos en el
extremo derecho, que corresponderia a los compuestos de menor polaridad del
sistema y otros compuestos conjuntados en el centro del cromatograma que serian
de una polaridad intermedia si se compara con BtHA; lo que deja ver que este
fraccionamiento hasta este momento estaba logrando su cometido de separar mejor
los compuestos de BtHA, cabe destacar que en esta fraccion si se pudieron
observar los picos caracteristicos de los acidos ursdlico y oleandlico y se lograron
cuantificar en 22.9 mg/g de extracto y 140.4 mg/g de extracto respectivamente (tabla
2), que al ser comparados con Fr-AcOEt del primer fraccionamiento (14.7 mg/g de
extracto y 19.5 mg/g de extracto respectivamente) se observa un incremento en la
concentracion del &cido ursodlico de casi el doble y hasta de siete veces mas del

acido oleandlico.

El cromatograma de PPFr-2 muestra que la separacion de los compuestos
menos polares se ve favorecida con este método, dejando solo unos cuantos

compuestos en el extremo mas polar del cromatograma y casi nada de compuestos
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de mediana polaridad. En esta fraccion también se observan los picos caracteristicos
de los acidos ursdlico y oleandlico, que al hacer la cuantificacién, se observa una
inversion de las concentraciones de estos compuestos, siendo 54.6 mg/g de extracto
y 20.8 mg/g de extracto respectivamente. Comparando estas concentraciones con
las obtenidas en Fr-AcOEt del primer fraccionamiento (14.7 mg/g de extracto y 19.5
mg/g de extracto respectivamente) podemos observar que la concentracién de acido

ursélico se encuentra ampliamente favorecida.

En el cromatograma de Fr-3 se observa que los compuestos polares
desaparecen completamente del cromatograma y solo se conservan los menos
polares, en esta fraccion también se observan los picos correspondientes al acido
ursolico y al acido oleandlico y su concentracion fue la siguiente 34.6 mg/g de
extracto del acido ursodlico y 7.6 mg/g de extracto del acido oleandlico. Aunque la
concentracion de ambos compuestos disminuyd en esta fraccion, en proporcion el
acido ursdlico todavia es mayor que su proporcion en la fracciéon de AcOEt del primer

fraccionamiento.

Al comparar los resultados de la concentracion del acido ursoélico y &cido
oleandlico de ambos fraccionamientos (tabla 2) podemos observar que el primer
fraccionamiento favorece la acumulacion de estos compuestos en una sola fraccion
gue fue Fr-AcOEt, sin embargo su concentracion, es casi la misma que en BtHA. Por
otra parte el segundo fraccionamiento logra separar mucho mejor los compuestos

menos polares de los méas polares, y ademas permite enriqguecer con acido
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oleandlico a SNFr-2 y con acido ursolico a PPFr-2 y Fr-3 incrementando la

concentracion de ambos compuestos comparados con el fraccionamiento 1 de BtHA.

Tabla 2.- Cuantificacién de acido ursolico y oleandlico presente en los
fraccionamientos 1y 2 de BtHA.

Fraccionamiento 1 | Acido ursolico mg/g de | Acido oleandlico mg/g de
exto. exto.
BtHA 11.1 9.09
Fr-AcOEt 14.7 19.5
Fr-MeOH N/D N/D
Fr-PP N/D N/D
Fraccionamiento 2
SN BtHA 0.6 5.6
FR1 N/D N/D
SNFR2 22.9 140.4
PPFR2 54.6 20.8
FR3 34.6 7.6

ND=No detectable

El andlisis quimico de este segundo fraccionamiento nos permitié deducir que
ni el acido ursolico ni el oleandlico eran los compuestos responsables de la actividad
anti-AChE, pero cabe la posibilidad de que sea necesaria la presencia de ambos

compuestos en una sola fraccion para obtener un efecto bioldgico.

Sin embargo en el ensayo de inflamacion inducida por TPA en el pabellon
auricular de raton, como se observa en los resultado obtenidos, la fraccion con mayor
porcentaje de actividad anti-inflamatoria, es la que contiene una mayor concentracion
de acido oleandlico (SNFRZ2), el cual ha sido reportado con varios efectos bioldgicos

como anti-diabético, anti-oxidante, anti-inflamatorio y hepatoprotector (Ki-Yeol et al.
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2012; Cho et al. 2009;; Cho et al. 2009,; Wang et al. 2010), pero ademas de esto la

fraccion con mayor concentraciéon de acido ursdlico (PPFR-2) también potencid
considerablemente su efecto anti-inflamatorio, si se compara con el porcentaje de

actividad anti-inflamatoria de Fr-AcOEt del primer fraccionamiento.

Los resultados obtenidos con el segundo fraccionamiento confirman la idea de
gue el acido ursdlico en conjunto con el acido oleandlico son los principales
compuestos responsables de la actividad anti-inflamatoria pero no de la actividad

anti-AChE ni anti-oxidante.

7.4 Fraccionamiento de Fr-AcOEt

Como Fr-AcOEt del primer fraccionamiento, fue la fraccidbn que mantuvo tres
propiedades farmacolégicas (anti-AChE, anti-inflamatoria y antioxidante), se propuso
elucidar mas fondo la composicion quimica de dicha fraccion y determinar cuales

son los compuestos responsables de cada una de las actividades evaluadas.

Para determinar la composicion quimica de Fr-AcOEt, se realizdé el

fraccionamiento que se describe en la figura 30.
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CHCl3/MeOH

CC
FN
Hex:AcOEt

Figura 30.- Fraccionamiento de Fr-AcOEt de donde se obtuvieron fracciones con mayor polaridad que
el &cido ursélico (C1M, C1IN, C1Q), y una fraccidn rica en flavonoides (Flav. 3).

7.4.1 Actividad anti-acetilcolinesterasa y anti-inflamatoria de las fracciones

obtenidas de la fraccion AcOEt

Estas fracciones fueron evaluadas en los modelos de actividad de la enzima
acetilcolinesterasa y anti-inflamatoria, su composicion quimica se determiné a través
de CCF y HPLC, cabe mencionar que de Fr-AcOEt, también se obtuvo una fraccion
rica en flavonoides, la cual también fue probada en los mismos modelos biol6gicos

antes mencionados, asi mismo se exploré su composicion quimica.

En la figura 31 se observa la inhibicion enzimatica en porcentaje, de las
fracciones obtenidas de Fr-AcOEt, en la capacidad de inhibicion de la
acetilcolinesterasa destaca la fraccion C1Q, la cual muestra un porcentaje de
inhibicion de 43.34 %, siendo este un porcentaje mayor que el del control tacrina
(42.88 %); seguido de la fraccion de flavonoides 3 con un porcentaje de inhibicion de

39.27 %. Ademas se corrobord la capacidad inhibitoria de BtHA (21.85 %) y de
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Fr-AcOEt (13.89 %). Estos resultados nos muestran, que el fraccionamiento de

Fr-AcOEt, favorecié la separacion de compuestos que potencian el efecto de

inhibicion enzimatica en las fracciones C1Q y flavonoides 3.

50- *

40+

30+

20+

% de inhibicién

104

SR

e
e

Siinhibidor  Tacrina BtHA

AcOEL

2o

i

S

A

L i

C1cy Flavw 3

Tratamiento

Figura 31.- Porcentaje de inhibicion enzimética de las fracciones obtenidas del sub-fraccionamiento
de AcOEt y la fraccion rica en flavonoides (* diferencia estadisticamente significativa con respecto al

control sin inhibidor p<0.05).

En la figura 31 se muestra en porcentaje la actividad antiinflamatoria de las

fracciones mencionadas anteriormente. Todos los tratamientos mostraron diferencia

significativa con respecto al control dexametasona (DEXA), sin embargo la mayor

capacidad antiinflamatoria la mostraron las fracciones C1N con 91.3 %, porcentaje

gue incluso fue mayor que el control dexametasona (89.04 %). Esta actividad fue

seguida por la fraccion C1M con 80.84 % (ligeramente menor a la del control),
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Fr-AcOEt con 75.9 % y flav 3 con 63.71 %. Estas actividades nos hace pensar que
se logro separar en las fracciones C1N y C1M los compuestos responsables de la
actividad antiinflamatoria reportada para BtHA y que la fraccion de flavonoides 3
tiene compuestos que pueden ser responsables de gran parte de la actividad de
inhibicion enzimatica (mencionada en la figura 31) y actividad antiinflamatoria

mostrada en la gréafica 32.
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Figura 32.- Porcentaje de actividad antiinflamatoria de las fracciones obtenidas del fraccionamiento de
Fr-AcOEt.
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7.4.2 Anédlisis quimico de las fracciones de Fr-AcOEt

FN
95:5
CH2CL2:MeOH
Rev. NP/PEG
1.-Fr. C1Q
2.-Fr. CIN
3.-Escopoletina
4.-Ac. Clorogénico

5.-Fr. CIM

1 2 3 4 5

Figura 33.- Placa cromatografica (CCF) en fase normal (FN) de las fracciones obtenidas de Fr-AcOEt.

En la figura 33, se observa la presencia de la cumarina escopoletina en la
fraccion C1M y C1N, aparentemente en una buena concentracion, y en la fraccion
C1Q una muy baja concentracién de acido ursodlico. La escopoletina es la principal
cumarina activa aislada del tallo de Erycibe obtusifolia Benth, el cual es utilizado
comunmente como terapia para la artritis reumatoide en la medicina tradicional china,
también se ha reportado por poseer actividades hipotensivas, vasorelajantes,
antioxidantes y antihipeglucemicas, eventos relacionados con el sindrome metabdlico
(Panda et al. 2006; Kang et al. 1998; Xiujuan et al. 2012). La escopoletina también ha
mostrado una fuerte propiedad anti-inflamatoria por reducir el edema auricular
inducido por TPA y el dolor visceral producido por el acido acético (Muschietti et al.
2001; Meotti et al. 2006; Tien-Ning et al. 2012), ademas inhibe la produccion de
mediadores inflamatorios en macréfagos activados por lipopolisacéridos en una linea

celular de mastocitos humanos (Kim et al. 2004; Moon et al. 2007).
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Para corroborar que el compuesto observado en la placa cromatogréfica era
escopoletina, las fracciones C1M y C1N fueron analizadas y cuantificadas por HPLC

con el mismo sistema empleado para elucidar los compuestos de la fraccién de

flavonoides.
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Figura 34.- Cromatograma de Fr-AcOEt en donde se observa la presencia de escopoletina.
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Figura 35.- Cromatograma de la fraccion C1M en donde se observa la presencia de escopoletina.
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Figura 36.- Cromatograma de la fraccion C1IN que muestra la presencia de escopoletina.
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En la figura 34, 35y 36 se observa el pico caracteristico de la escopoletina, el
cual tiene un tiempo de retencién de 7.3 0 7.2 min y su cuantificacién se describe en

la tabla 3.

Tabla 3.- Cuantificacién de escopoletina presente en las fracciones de Fr-
AcOEt.

Fraccibn | Escopoletina mg/g de exto
Fr-AcOEt 1.38

Fr-C1M 5.85

Fr-C1N 1.68

7.5 Sub-fraccionamiento de la fraccion rica en flavonoides (Flav3)

Debido a que la fraccion de Flav. 3 mantuvo un buen efecto anti-
acetilcolinesterasa y un buen efecto anti-inflamatorio se propuso el fraccionamiento
de esta fraccion (Figura 37) para conocer su composicion quimica. Este
fraccionamiento se llevdo a cabo utilizando silica gel de fase reversa como fase
estacionaria y una fase moévil de H,O: acetonitrilo. De éste fraccionamiento se

obtuvieron tres fracciones, denominadas C5C, C5J y C5M.

Flav 3 ‘

H,0:Acetonitrilo cC
FR

C5C C5J C5M

Figura 37. Esquema del fraccionamiento de Flav 3.

89

——
| —



CResultados y discusion

7.5.1 Anédlisis quimico de las sub-fracciones de Flav3

Estas fracciones fueron analizadas por HPLC y por resonancia magnética

nuclear de *H y 3C.

Este analisis demostré la presencia de los siguientes flavonoides: rutina, acido
clorogénico, glucésido de quercetina y ramnosido de quercetina. Su cuantificacion se

muestra en la tabla 4.

Tabla 4.- Cuantificacion de los Flavonoides en Bouvardia ternifolia

Compuesto BtHA Fr. AcOEt Flav-3
(A =350 nm) (ng/ g exto) (ug/ g exto) (ug/ g exto)
Rutina 229.9 13.5 10.7
*Acido clorogénico 9.5 11.1 6.0
Glucésido de 415 889 614
quercetina
Ramnosido de 12.8 23.7 8.4
quercetina
*(h = 326 nm)

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que aparecen por doquier en los
alimentos de origen vegetal. Se han descrito mas de 4000 flavonoides diferentes y se
categorizan en flavonoles, flavonas, catequinas flavanonas, antocianidinas e
isoflavonas (Hollman et al. 1997). Los flavonoides tienen una gran variedad de
efectos biolégicos tanto en sistemas in vitro como in vivo y se ha demostrado que

ejercen actividades como antimicrobianas, antivirales, anti-ulcerogénicas, anti-
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inflamatorias, antioxidantes, antihepatotoxicas y antihipertensivas (Formica et al.

1995).

Algunos flavonoides como la quercetina que es uno de los flavonoides mas
comunes en algunos vegetales y vinos tintos (Bhatia et al. 2001; Pekal et al. 2011)
parece mostrar la mas alta actividad antioxidante comparada con otros flavonoides
(Valério et al. 2009). Previene la peroxidacion de lipidos e inhibe la inflamacion
(Wagner et al. 2010). Es efectiva en la proteccion de la piel contra agentes como la
radiacion, el ozono y algunas toxinas, asi como en la proteccion contra los rayos

ultravioleta (UV) y contra el envejecimiento (dal Belo et al. 2009).

La Rutina también ha sido reportada como uno de los principales flavonoides
en un gran numero de plantas (Kim et al. 2005,). Es empleada en alimentos para
animales, cosmeéticos e industrias quimicas como un pigmento natural, conservador
de alimentos y absorbente de UV (Pu et al. 2005). Tiene varias propiedades
farmacolégicas, como antioxidantes, anti-infamatorias, anti-alérgicas, antivirales,
anticarcinogénico y como potente eliminador de radicales superéxido

(Kamalakkannan and Prinnce, 2006; Bishnoi et al. 2007).

Se ha reportado que la suplementacién de rutina a partir de fuentes de

alimentos naturales, como fideos de soba o grafiones, podria mejorar el deterioro de
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la memoria y disminuir la muerte neuronal en el hipocampo como sucede en la EA.
La rutina tiene la capacidad de inhibir la activacion microglial y las citocinas

proinflamatorias (Koda et al. 2009).

El acido clorogénico es otro de los principales compuestos polifendlicos
presente en varios productos de la agricultura como el café, frijoles, papas y
manzanas (Feng et al. 2005), esta formado por la esterificacion del acido caféico y el
acido quinico (Dos Santos et al. 2006). Este compuesto tiene efectos
cardioprotectores, actividad inhibitoria de la hiper-oxidacion de lipidos y actividad
antitumoral, ademas de actividad antioxidante asociada con la eliminacion de
radicales libres (Almeida et al. 2009; Bernatoniene et al. 2008; Mass et al. 2009;
Mclintyre et al. 2009; Namba and Matsuse, 2002). El acido clorogénico actua en el
SNC atravesando la barrera hematoencefalica de forma intacta o como metabolito
(Ito et al. 2008). También posee efectos neuroprotectores en la muerte celular

inducida por peréxido de hidrogeno y AB en células PC12 y SH-SY5Y (Kim et al.

2005p; Nakijama et al. 2007; Silva et al. 2004).

Con base en estos antecedentes es posible pensar que los efectos
observados de la actividad anti-inflamatoria no recae solo en el &cido ursdlico, sino
en el conjunto de este compuesto con la rutina y la quercetina presentes en
Fr- AcOEt, potenciando asi el efecto de esta fraccion, mejorandolo cuando se

encuentran por separado. Asi mismo la fraccion Flav 3 rica en acido clorogénico fue
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la Unica fraccion derivada del fraccionamiento de Fr-AcOEt, que favorecié el efecto
contra la AChE, aunque no de forma potente, pero como se encuentra dentro de
Fr-AcOEt, esto explicaria el efecto de esta fraccion contra la AChE, y como es que
este efecto se pierde cuando el acido ursolico y oleandlico son separados del acido

clorogénico.

De esta manera el acido clorogénico se perfila como el principal compuesto
activo contra la AChE. Por otra, parte el hecho de que Fr-AcOEt posea entre sus
componentes quimicos, compuestos con propiedades antioxidantes como son los
flavonoides, le proporciona a la fraccion una caracteristica de tres efectos en uno, lo
cual favorece la idea de encontrar un tratamiento que sea efectivo contra los
diferentes eventos patologicos del SNC, sin provocar tantos efectos secundarios no

deseables.
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8 Conclusiones

El extracto hidroalcohdlico de B. ternifolia (BtHA) ha demostrado actividad
importante contra padecimientos asociados al SNC, como la pérdida de memoria,
ansiedad y depresion, lo cual deja la base para seguir realizando estudios sobre esta

nueva linea, con esta planta.

El acido ursélico, en conjunto con los flavonoides quercetina y escopoletina, es

el responsable de la actividad anti-inflamatoria de BtHA.

Los flavonoides encontrados en Fr-AcOEt, son los responsables de la

actividad antioxidante.

El &cido clorogénico y el acido ursoélico son los compuestos responsables de la
actividad anti-AChE y por ende pueden ser los responsables de la actividad

nootropica de BtHA.

Los compuestos presentes en Fr-AcOEt del primer fraccionamiento de BtHA
son los principales responsables de la actividad contra los eventos patolégicos

relacionados con la EA.
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9 Perspectivas

Dentro de los estudios que podrian realizarse en un futuro cercano, se
encuentran la evaluacion de Fr-AcOEt y Flav 3 en los modelos de PEP, LEC y NF,
para indagar si los compuestos identificados en este trabajo también son los

responsables de estas propiedades.

Asi mismo, podria realizarse una investigacibn para determinar si los
compuestos identificados en este trabajo, tienen alguna actividad directa sobre la
expresion de los ARNm de las citocinas proinflamatorias, mediante las técnicas de

extraccion de ARN y PCR en Tiempo Real.
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11 Anexos

Cinética de actividad enzimatica
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Anexo 1.- Cinética que representa el comportamiento hiperbélico de la actividad enzimatica sin
inhibidor y que se ajusta al modelo de Michaelis-Menten. En el eje de las (X) se encuentran las
concentraciones de ATChl (5, 10, 25, 50 y 75mM); en el eje de las (Y) se encuentra la velocidad inicial
de la reaccién en mmol/min (+/-D.E.).
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Anexo 2.- Gréfica que representa la transformacion de las dobles reciprocas de la concentracion de
sustrato 1/[ATChlI] contra el inverso de la velocidad inicial 1/Vo segin el modelo de Lineawer-Burk con
las cuales se calcularon las constantes cineticas Km y Vmax.
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Anexo 3.- Grafica que muestra el comportamiento de las diferentes concentraciones de BtHA en
logaritmo (0.00625, 0.00125, 0.0025, 0.05 y 0.1 mg/ml)
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Anexo 4.- Cromatograma del &cido ursoélico usado como control para el analisis en HPLC de las
fracciones de BtHA.
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Anexo 5.- Cromatograma del acido oleandlico usado como control para el analisis en HPLC de las
fracciones de BtHA.
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Abstract

In Mexico the root and aerial parts of the species Bouvardia ternifolia have extensive traditional
medical uses in treating disorders of the central nervous system, such as an antidote for scorpion
stings and snakebites intoxication.

No studies exist on the pharmacological evaluation regarding the central nervous system effects
attributed to this plant, therefore the aim of this work was to use different behavioural models to
measure the antidepressant effect (forced swimming test), anxiolytic (elevated plus-maze),
sedative (locomotor activity in the open field test) and memory (passive avoidance task) oral
administration of the hydroalcoholic extract of aerial parts of Bouvardia ternifolia, to ICR male
mice.

Through high-resolution liquid chromatography it was possible to quantify part of the chemical
composition of the hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia (mg/g of extract); quercetin
glycoside (9.73), ursolic acid (15.73), scopoletin (3.23) and chlorogenic acid (0.16). In other trials it
was also observed that hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia induces an antidepressant
effect at 500 mg/kg dose, causing a decrease in anxiety without sedation activity, from a dose of a
100 up to 500 mg/kg without showing a dose-dependent effect. Furthermore, the extract was able
to improve memory retention parameter of the mice receiving scopolamine in the passive
avoidance task throughout a dose-dependent behaviour, starting at 100 mg/kg (EDsy = 281.5
mg/kg and E..x = 768.8 mg/kg). It is necessary to monitor the chemical and pharmacological
activity that enables the identification of the mode of action by which this medicinal species exerts
its effects on the central nervous system.

Key words: Bouvardia ternifolia, anxiety, depression, memory, flavonoids, terpenes, coumarins.

Introduction

Neurological disorders are a serious public health problem worldwide with a high social cost. It affects
people regardless of age, sex, cultural or socio-economic level and are responsible for four of the six
leading causes of years lived with disability. In 2008, WHO reported that 450 million people
worldwide suffer from some neurological disorder, which represents 12% of the total of prevalent
diseases (Organizacion Mundial de la Salud, 2004). It is estimated that one in four families has at least
one member affected by neurological disorders such as depression, anxiety, schizophrenia and
dementia such as Alzheimer's disease (AD); they are all closely related to the progressive
degeneration of the limbic system, neocortex and anterior basal brain regions (Crews and Masliah,
2010). Current drug treatment to counteract the symptoms associated with mental disorders, are
based on the prescription of anxiolytics such as benzodiazepines (acting on the GABAergic system),
antidepressants for instance a serotonin selective recapture inhibitor (SSRI); for the case of
dementing illnesses such as AD nootropics are administered, such as inhibitors of the enzyme
acetylcholinesterase (Melik, Dubil and Pound, 2014).
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These synthetic drugs despite their effectiveness, at medium and long term induce a decrease in the
quality of life of patients, due to the presence of sleep disorders, motor incoordination, tolerance and
addiction to benzodiazepine anxiolytics; sedation, weight loss, and sexual dysfunction, when given
antidepressants; hepatotoxicity, severe headaches, nausea, vomiting, diarrhoea, dizziness and
lethargy, mainly with treatments for AD, (Gonzales, 2005; Darryl, 2005). Consequently, a continuous
search for new therapeutic resources is maintained, to have effective treatments to increase the
prospect of a better life for the patients. Therefore, the study of medicinal plants based on their
ethno-medical use has proven to be an excellent source of alternative therapies for the treatment of
this type of diseases.

In this paper the pharmacological effect of Bouvardia ternifolia (Cav.) Schltdl was evaluated using
experimental models related to central nervous system (CNS) disorders. This species belongs to the
family Rubiaceae. Common names in Mexico that are used are: "trompetilla", "mirto", "hierba del
indio" Tlacoxdchitl (Nahuatl language) and Yita Ticuay (Mixtec language). In Mexican traditional
medicine it has been attributed several properties, among which its used for the "nerves" (state of
unrest in which it is usual to suffer insomnia, despair, anxiety), as well as for headache and as a
sedative. Also it is used against local pain caused by a poisonous snakebite among other poisonous

animals (Argueta, 1994; CONABIO, 2009).

There are few studies on the pharmacological activity of this medicinal species; it has been shown
that the methanol and hexane root extract inhibit the effects associated with the scorpion
Centruroides limpidus limpidus venom toxicity in mice. It was observed that the plant reduces
extravasation and decreases pancreatic secretion of the amylase enzyme (Jimenez-Ferrer et al.,
2005).

Furthermore, it was established that hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia (BtHA) and its
different fractions were able to inhibit the enzyme acetylcholinesterase activity in vitro, which is an
important protein in the pathophysiology of AD. In these treatments the concentration of ursolic acid
and the flavonoids: Rutin, quercetin and kaempferol (Garcia-Morales, 2010) were measured. From
these compounds, it was determined that ursolic acid, is one of the major components of the extract
and is possibly responsible for the anti-inflammatory activity reported for the plant (HerreraRuiz et
al., 2012).

The aim of this study was to measure the effects of the hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia
at different dosages administered orally to mice that were exposed to different ethological models:
forced swimming test (FST), elevated plus-maze (EPM), open field test (OFT) and passive avoidance
task (PAT). In addition of performing the standardization of the extract based on its content of
quercetin glycoside, ursolic acid, scopoletin and chlorogenic acid, using a high performance liquid
chromatography (HPLC) technique.
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2 Materials and methods

2.1.1. Plant material
The aerial parts of Bouvardia ternifolia were collected in the town of Coajomulco, Huitzilac

Morelos, Mexico; in the months of July and August 2010. The location of the plant was 192 01 '37.94
"N; 992 12 '39.57 "W at an altitude of 2589 m. The selected material was dried, in the dark at room
temperature for two weeks. Subsequently, it was pulverized in an electric grinder (pulvexMexico)
obtaining particles <4mm. Plant material was identified by Abigail Aguilar-Contreras,

M.Sc., the IMSSM Herbarium Director (located in National Medical Center, Mexico City).

Voucher specimens were stored at this site for future reference (R-2010-1701-57).

2.1.2. Hydroalcoholic extract preparation

The dried plant material (1700 g) was macerated in 8 L of 60% ethanol for 24 hours at room
temperature (23 °C + 2). The extract was filtered and concentrated in a rotary evaporator
(Heidolph, Germany) at 50 °C, repeating this procedure three times consecutively, obtaining a
hydroalcoholic extract (HA), finally it was dried by lyophilization process until a powder consistence
was obtained and it was stored at 4 °C.

The hydroalcoholic extract of Bouvardia ternifolia (BtHA) was fractionated by liquid-liquid partition
using an interface of water and ethyl acetate (Merck). Each phase was separatedly concentrated in
a rotary evaporator, obtaining a soluble fraction in ethyl acetate (Fr-AcOEt) and one water-soluble.
Subsequently, the aqueous fraction was partitioned with n-butanol (Merck), achieving soluble
fraction in this solvent (Fr-BuOH) as well as an aqueous fraction (Fr-Aq).

2.1.3. BtHA Extract Analysis by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)

The major compounds present in the BtHA were detected and quantified by an HPLC equipment
was used. The equipment consists of a separation module (Waters® 2695) equipped with a diode
array detector (Waters® 2996), operated with the Empower Chromatographic Manager Software
ver. 1.0 (Waters). The stationary phase corresponded to a column Superspher® 100 RP-18 (120 x

4 mm; 5uM, Merck). The mobile phase consisted on water/acetic acid 1% as solvent A (OmniSolv,
EMD) and acetonitrile as solvent B (OmniSolv, EMD) with a flow of 1 mL/min using a gradient
system, the chromatographic method had a run time of 20 min, which was composed as follows:
solvent A for the first two minutes remained at 100%, at minute 3 it decreased decreasing to 85%,
at minute 7 to 72%, maintaining this concentration until minute 12, for the next two minutes the
mixture decreased to 30% of solvent A, getting to minute 15 a change was made in the
concentration gradient to a 100% of solvent B, which was maintained for one minute and finally
from minute 17 to 20 the gradient shifted back to the initial conditions where solvent A was a
100%.
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The wavelength at which the samples were monitored was 200-600 nm and the injection volume was
20 pL. Quantification of the compounds was performed using a calibration curve constructed with
commercial standards (Sigma, Aldrich, USA), of rutine and ursolic acid (Ruiz-Herrera et al., 2012),
quercetin glycoside, chlorogenic acid and scopoletin.

2.2. Animals

For the pharmacological tests male Swiss albino ICR mice were used (purchased from Harlan, Mexico),
with an average weight of 35 g each. These were placed in boxes of 8 mice each and kept in
laboratory conditions at constant temperature (25 ° C £ 2) with a 12h/12h light-dark cycle and free
access to water and food (Harlan, Mexico). Before starting the experiments, the animals were
maintained under these conditions for at least three weeks. Assays were performed between 8:00 am
and 12:00 pm, in a soundproof room with light control. Mice management was carried out according
to international standards norms and Mexican Official Norm NOM-062-Z00-1999, which refers to the
use and care of experimental animals. The protocol was approved and registered within the local
committee for health research, at the Mexican Social Security Institute (IMSS) with registration
number 2007-1701-14.

2.3. Treatments

Drugs used as positive controls for each assay were administered intraperitoneally (ip) as follows: as
an anxiolytic, Diazepam that is an allosteric modulator of GABA-A receptors (DZP, 1.0 mg/kg,
Laboratorios Pisa SA de CV); as an antidepressant, imipramine as a non-selective serotonin recapture
inhibitor (IMI, 15 mg/kg, Sigma-Aldrich, USA); as an nootropic, galantamine an inhibitor of the enzyme
acetylcholinesterase (GAL, 0.4 mg/kg, Sigma-Aaldrich, USA). Scopolamine a nonselective muscarinic
antagonist (ESC, 2.0 mg/kg, Sigma-Aldrich, USA), was used in the passive avoidance test as a
temporary memory block.

The BtHA extract was administered at doses of 50, 100, 200 and 500 mg/kg and the vehicle used was
distilled water (VEH, 100 pl/10g, negative control), both were administered orally (o) through a intra-
gastric cannula.

2.4. Ethological assay

2.4.1. Forced swimming test (FST)

The test is carried out in a glass cylinder (20 cm high x 12 cm diameter), filled with water up to 16 cm,
at a temperature of 25 °C £ 2. Mice were summited to a pre-swimming test for 15 minutes then were
removed from the water, dried and brought to safety. After the pre-test an oral administration
scheme was initiated, the treatments BtHA, IMI and VEH were administered 24, 18 and 1 h before the
final evaluation. During the test, the time of immobility of each mouse was counted for 5 minutes.
The purpose of this test is to induce behavioural learned helplessness, reflected as a decrease in
mobility time.
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2.4.2 Elevated plus-maze (EPM)

For this test, animals were administered with different dosages of BtHA, one hour prior to testing, for
which an apparatus made of clear acrylic was used, it consists of two open arms (30 cm Lx 5 cm W)
and two closed arms (30 cm L x 5 cm W x 15 cm H), which have a height of 25 cm. The arms are
extended from a central platform (5 cm x 5 cm) and the maze is elevated 50 cm from the ground.
Each animal was placed in the centre of the maze facing one of the closed arms. The number of
entries and time spent in open and closed arms were recorded for 5 min. Entry into an arm was
defined as the animal's four legs were placed within either arms. All tests were recorded with a video
camera (SONY Handycam DCR-SR47). After each test, the maze was carefully cleaned with a moist
tissue dampen with a solution of 10% ethanol. The percentage of number of entries into the open
arms (% EOA) and the percentage of time of permanence in the open arms (% TOA) were recorded.

2.4.3 Open field test (OFT)

In this assay, animals received treatment with BtHA 1 h before the test. The open field device was
built with acrylic and black coloured floor divided into nine quadrants of 100 cm?® each and
transparent walls (30 cm L x 30 cm W x 15 cm H). The OFT was used to measure ambulatory activity,
the subsequent parameters were measured to rule out a possible sedative effect of the drugs on the
treated animals, considering the number of times the animal crosses each quadrant (TC) with all four
legs and the number of rearing.

2.4.4. Passive avoidance task (PAT)

In this model a device consisting of two chambers, one illuminated and one dark, separated by a
guillotine door is used; the base of the second chamber is a series of metal screens which are
connected to a manually controlled (Panlab Cornella, LE872 model) electric source. The test consists
of two phases, the first one is training, it involves placing the mouse in the illuminated chamber facing
the dark chamber, the mouse explores 30 seconds and then the gate that separates the two
chambers is opened, once it crosses over, the door automatically closes and an electrical discharge is
applied of 0.6 mA for 2 seconds (Tra). On the second day (memory acquisition) the animals were
exposed to the device and the acquirement of learning (Acq) was assessed immediately, BtHA, GAL
and VEH treatments were administered every 24 hours for 4 consecutive days. All animals were
trained and subsequently assigned randomly to a treatment group; a Basal group was also formed as
a control, which only received VEH, this group did not received any other treatment. In the second
phase (of the test) BtHA, GAL treatments and another VEH except the Basal group, were administered
1 h before the evaluation to each corresponding group. Thirty minutes after treatment application,
the mice were administered 2.0 mg/kg ip of scopolamine (ESC). Half an hour later the final test began,
by placing the mice in the passive avoidance camera without electrical stimulation. The indicative
parameter of memory retention is the time (seconds) of escape latency from the illuminated chamber
to the dark one.
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2.5. Statistical Analysis

Results were expressed as mean * SD and analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnet’s test, stablishing a significant difference wene the p value was <0.05, this statistical analysis
was one using the SPSS 11.0 program.

3. Results

3.1Yields and Analysis by HPLC of BtHA extract
From the extraction process it was obtained 118 g of dry weight of BtHA extract, obtaining a yield of
14.35% relative to the dried plant material. Chemical analysis by HPLC of BtHA allowed the

identification of five compounds: quercetin glycoside, rutin, ursolic acid, scopoletin, and chlorogenic
acid shown in Figure 1 and 2.

Ao =

= zZ

= Z

o e

2 2

jia} iz}

= 2

2 2

1] 1]

el el

B S

Q Q

ey« S ey o

e =

£ZZz £ =

==l i i}

2292 o

SS5 5 &

B E= @ =

W uwo (@]
o DNOo O o [}
M O==r O o9 oM
= MO0o S0 0 =
P PP~ 0000 O o
=

I Chlorogenic acid
. ﬂ

Rutin

Quercetin
ghycoside

Scopoletin

0029 =y f:
YARR!
2l iz S MRS
0.00 0.00
1.00 2.00 500 7.00 5.00 900 1000 1100 1200
Minutes
Figure 1.
( ]
126
\ )



13.154

Acido ursdlico

010
QU-UU] I—l,_—b‘hw\—jhjuw, — h—' - : L‘-" -  BtHA
200 6.00 8.00

I — == == =
4.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
Minutes

Figure 2.

Table 1 shows the quantitative analysis of quercetin glycoside, rutin, ursolic acid, scopoletin and
chlorogenic acid detected in BtHA extract as well as their retention times (Ry) and Initial, maximum
and final wavelength (A).

3.2 BtHA effect on the forced swimming test (FST)

Figure 3 shows the negative control group that corresponds to the animals that were treated only
with VEH, tis group presented an immobility time of 261 s. Whereas the group of animals that
received the administration of the antidepressant IMI, showed a decrease in this parameter down to
75 s, which was significantly different (* p <0.05) to VEH. Furthermore, the administration of doses
50, 100 and 200 mg/kg of BtHA produced on the experimental animals, a similar behaviour (p> 0.05)
to the VEH group, with immobility times of 255, 243 and 240 s respectively. However, the
administration of 500 mg/kg caused a significant decrease in the immobility time of mice in this group
(p <0.05), with an average value of 150 s.
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3.3 Effect of BtHA on the elevated plus-maze test (EPM)

In the elevated plus-maze test, the negative control group, which received only VEH, showed a
percentage of POA of 23%, while TOA was 19%. The animals receiving the anxiolytic treatment of

DZP (1.0 mg/kg) had a statistically significant increase compared to VEH group in both parameters

(p <0.05), with a POA and TOA of 73%. A similar effect was observed with acute administration of
BtHA starting at the lowest dose of 100 mg/kg (POA = 53% and TOA = 57%), 200 mg/kg (POA = 53%
and TOA = 67%) and finally 500 mg/kg (POA = 51% and TOA = 66%), this activity was statistically
different to the VEH group and no dose-dependence was observed (Figure 4).
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3.4. Effect of BtHA on open field test (OFT)

In the open field test the treatments with DZP, BtHA and the negative control group did not showed
statistically differences in their behaviour (p> 0.05, Figure 5).
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3.5. Effect of BtHA on the passive avoidance task (PAT).

During the training phase (Tra, day 1), the average time that took the animals to cross from the light
compartment to the dark one was 22 s (Figure 6). In the acquisition phase (Acq, day 2), the time it
took to cross over to the dark side was significantly increased up to 450 s.

On the test day, the group of animals that received ESC + VEH (2.0 mg/kg ip), had a retention latency
of 30 s, which was significantly lower (*p <0.05) compared to the basal group 422 s (treated only with
VEH). The effect of ESC was blocked by administration of GAL (4.0 mg/kg), which induced a
statistically significant increase up to 415 s in respect to the ESC + VEH (*p <0.05) in the retention
time parameter, although statistically equal to the Basal group (p> 0.05).

The groups of mice that received for 4 days the doses of 100, 200 and 500 mg/kg of BtHA, showed a
blockage of the ESC effect on the retention latency that was increased due to a dose dependent
effect. Reaching values of 200, 341 and 464 s respectively, these results were significantly different
from the group with induced damage by the administration of ESC + VHE  (*p <0.05). The lowest
dose of BtHA (50 mg/kg) did not induce changes from those of ESC + VHE group (p> 0.05).
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4. Discussion

B. ternifolia is a medicinal species belonging to the Rubiaceae family, to which it has numerous
properties, including its ability to treat headaches and nervous disorders. This plant is usually
prepared as an infusion of its leaves, flowers and stems. It has been described that this plant has an
antagonistic capacity on the secretagogue effect on scorpion’s venom Centruroides limpidus limpidus,
as well as, an anti-toxic capacity (Jiménez-Ferrer, 2005a; Jiménez-Ferrer, 2005b).

In this paper is presented the nootropic, anxiolytic and antidepressant effects of BtHA extract, under
a scheme of dose-response curves. In this regard, there is a previous study by our working group,
were it shows that the hydroalcoholic extract and some fractions of different chemical composition
are capable of inhibiting the activity of the acetylcholinesterase enzyme in an in vitro model (Herrera-
Ruiz et al.,, 2012). Drugs that have a similar mechanism of action, are used in the clinic to treat
patients with senile dementia or Alzheimer's disease, due to the capacity of blocking this enzyme
experimentally as well as clinically, were it reduces or slows down the cognitive impairment (Perry et
al., 2003). Examples of substances of natural origin that are used as nootropics and that have this
mode of action are: galantamine, an isolated secondary metabolite obtained from Galanthus
woronowii, physostigmine from physostigma venenosum and huperzine A from Lycopodium serratum.
Therefore the ability to inhibit the enzyme acetylcholinesterase by BtHA, help to understand the
dose-dependent nootropic effect of this extract, on the model of cognitive impairment induced by
scopolamine, on the passive avoidance task. This effect may be the result of increased availability of
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acetylcholine (Ach) in the synaptic spaces, caused by the inhibition of acetylcholinesterase, due to
BtHA. In this regard, it has been shown that scopolamine exerts a temporal effect on memory, by
antagonizing the neurotransmitter Ach on its muscarinic receptors; the increased availability of Ach
(by inhibiting the enzyme that degrades it with BtHA), reverses the toxic effect of ESC throughout the
displacement of the receptor site, as there is an increase in the competition between the agonist and
the antagonist (Goodman & Gillman, 2004). This may explain why the dose of 50 mg/kg of BtHA did
not caused a nootropic effect, whereas the increase of BtHA dosages (100, 200 and 500 mg/kg)
induced a higher memory effect depending on the dose. Which is consistent with that reported for
the in vitro study, in which BtHA inhibited the enzyme in a concentration-dependent phase (Herrera-
Ruiz et al., 2012), therefore the oral administration of increasing doses of hydroalcoholic extract
induced a greater inhibition of the acetylcholinesterase enzyme and therefore higher concentration
of available Ach, action which reflects on the memory process of the mice subjected to the PAT assay.

Due to the CNS effect that has been attributed to B. ternifolia (Argueta, 1994), the anxiolytic activity
of the BtHA extract was measured on the elevated plus-maze model (EPM); this assay is for many
authors the most common one to measure anxiety. It is based on, the natural tendency that rodents
explore new environments while avoiding dangerous spaces like unprotected, bright or high spaces
(represented by the open arms of the maze). It has been proven that placing animals in under these
conditions causes an increase in corticosterone levels in serum and in defecation, which validates the
behavioural and physiological response to the model. In addition, it is administered an anti-anxiety
drug such as benzodiazepines, increasing the exploration of the open arms, attributing to this model a
pharmacological validation (Pellow et al., 1986; File et al., 1990). The anxiolytic effect of BtHA was
observed from the doses of 100 up to 500 mg/kg, were there was a significant increase in the
parameters of POA% and TOA%. Furthermore, BtHA was evaluated at the same dosages in the forced
swimming test (FST), which is an experimental strategy, which is widely used in finding treatments for
depression. This test is based on observing the immobility of the animals that reflects some of the
aspects of depression, such as hopelessness, which can be diminished with the administration of
classical antidepressants used clinically (David et al., 2003). In the present study it was observed, that
the highest dose administered (500 mg/kg) of BtHA is capable of decreasing the immobility time of
mice that were put in to the cylinder with water, compared to the lower doses that did not have an
influence on this parameter.

Apparently, the effect that B. ternifolia has on the CNS is greater on the anxiety behaviour then on
depression, however, not either one of the models presents a dose dependent activity, while it
happens with the nootropic effect of this study. Also, it was observed that none of the dosages used
significantly modified the spontaneous motor activity measured in the open field test, in which it is
considered that an increase in locomotion of the mice in response to a treatment is related to a
stimulating effect, while a decrease in said parameter is taken as a sedative effect (Prut et al., 2003).
On the other hand, in trials of FST is considered necessary to confirm that the antidepressant effect is

132

——
| —



not masked with an increase in motor behaviour of the animals, so this activity should be confirmed
with a spontaneous motor activity tests (Petit-Demouliere et al., 2005) like in the open
field test.

These rather different activities are probably due to the concentration of secondary metabolites in
the extract. In the current work the presence of some phenolic compounds were observed like,
routin, quercetin glycoside and chlorogenic acid; coumarins, scopoletin and the terpene ursolic acid.

The nootropic effect of B. ternifolia may well be associated with the presence of these compounds,
for example it has been shown that the terpene ursolic acid isolated from Salvia chrysophylla Stapf
and Nepeta sorgerae, selectively inhibits the enzyme acetylcholinesterase (Yilmaz et al., 2012;
Culhaoglu et al., 2013). In a model of cognitive impairment induced through obesity it showed that
the administration of ursolic acid significantly improves behavioural performance associated with
memory deficit of mice. In a different study, it is shown that a daily oral administration for 2 weeks of
10 mg/kg of ursolic acid, exerts a protective effect against neurotoxicity induced by d-galactose,
reversing the deterioration in learning and memory in mice, evaluated on the Morris water maze (Lu
et al., 2007). It is thought that ursolic acid can be related to the inhibition of the signal mediated by
nuclear factor kappa B (NF-OB), an inflammatory mechanism, also evaluated on the Morris water
maze (Lu et al., 2011).

The flavonoid, rutin already described above in the B. ternifolia descrption, is also found in other
important medicinal plants. It has been isolated from different genus of Scorzonera. Rutin has been
described to have a slight anti-acetylcholinesterase activity (Senol et al., 2014), which could mean the
participation of routine as a memory enhancer. But apparently this flavonoid exerts its nootropic
effect through different pathways, due to the attributed effects on the cognitive process when male
Wistar rats were administration ip with doses of 5 and 10 mg/kg for a week observing an increase in
the latency of learning and memory retention in the passive avoidance task (PAT). Rutin administered
for three weeks at a dose of 100 mg/kg, promotes recovery of the memory of the rats receiving the B-
amyloid peptide (BA), it is suggested that, this effect is achieved thru stimulating the protein kinase
enzyme route activated throughout mitogen (MAPK) (Nassiri-Asl et al., 2014; Moghbelinejad et al.,
2014). In another study, it is suggested that the rutin doses of 20, 40 and 80 mg/kg administered
orally, have a protective effect against cognitive deficit in rats with traumatic brain injury and that
were exposed to the Morris water maze, the authors propose that this effect is by modulating nitric
oxide release (Kumar et al., 2014).

It has been demonstrated that chlorogenic acid, also present in BtHA, has a protective effect on rats
with streptozotocin-induced diabetes, such that the dose of 5 mg/kg causes improvement of memory
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and prevents the increase of the activity of acetylcholinesterase enzyme found in the cerebral cortex
of the animals (Stefanello et al., 2014).

Scopoletin, which concentration in the BtHA extract was of 3.23 mg/g, it is a metabolite that was
isolated from Scopolia carniolica Jagc. Scopoletin has been identified as an acetylcholinesterase
enzyme inhibitor using an in vitro assay with Ellman's reagent. Rolliger showed that the
intracerebroventricular (ICV) administration of coumarin 2uM causes an increase in the extracellular
concentration of brain acetylcholine (Rolinger et al., 2004). Important results from a study indicate
that scopoletin is capable of modulating several mechanisms associated with cognitive deficits. Due
to the increment on long-term potentiation phenomenon (LTP), in sliced rat hippocampus, since it is a
fundamental mechanism of learning and memory consolidation; which acts through a mechanism
dependent of the modulation of the nicotinic acetylcholine receptor (nAChR). Also in this study the
authors suggest that ICV administration of scopoletin improves memory of mice that have cholinergic
deficit and are evaluated in the T-shaped maze (Hornick et al., 2011).

There are reports that show that polar extracts like BtHA, have memory enhancing properties, such as
the case of llex paraguariensis St. Hilaire that administered ip at 250 mg/kg improves social memory
in mice. This extract contains caffeine, rutin and kaempferol in its composition (Prediger et al., 2008).

Besides the nootropic effect, BtHA has anxiolytic and antidepressant activity, although there are no
reports of such activities for this medicinal species, there are data in the literature showing that polar
extracts of plants in the Rubiaceae family, induce these pharmacological responses. As Nauclea
latifolia administered to mice, is able to increase the percentage of crossings to open arms (Ngo et
al.,, 2009). Of the compounds contained in BtHA, scopoletin already has antidepressant activity
reports, doses of 10-100 mg/kg administered orally, reduced the immobility time in the model of tail
suspension, and at 1-100 mg/kg administered orally has an effect on forced swimming test, without
modifying the spontaneous motor activity of mice. In this same study, pre-treatment with scopoletin
10 mg/kg, was blocked by ip administration of antagonists systems serotonergic neurotransmission
(ketanserin, antagonist of 5-HT2A receptors), noradrenergic (prazosin, a-1 adrenoreceptors,
yohimbine, a-2 adrenoceptor) and dopaminergic (haloperidol, SCH23390 or sulpiride; antagonists D1
and D2 receptors) (Capra et al., 2010).

It has been reported that polar extracts of medicinal plant species, which have been shown to have
anxiolytic and / or antidepressant activity, they possess compounds as routine and chlorogenic acid,
such is the case of the hydroalcoholic extract of Lactuca sativa, that at doses of 200 and 400 mg/kg
administered orally for 15 days, exerts an anxiolytic effect in the EPM (Harsha et al, 2013.); or
Biebersteinia multifida DC which anxiolytic fraction contains scopoletin (Monsef-Esfahani et al., 2013).
Also, the methanol extract of flowers from Abelmoschus manihot (AMEE) has an antidepressant effect
on rats during forced swimming test, in the brain of these animals some flavonoids including
quercetin, isoquercetin and glucoside quercetin (quercetin glycoside 3'-O) were detected in a liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (Guo et al., 2011). This work shows that B. ternifolia
has nootropic, anxiolytic and antidepressant effects, without affecting the spontaneous motility of
mice. Which is consistent with the empirical effects attributed in some parts of Mexico, on the other
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hand phenolic compounds, coumarins and terpenes reported here, are suggested to be the
responsible ones in part for at least the activities observed for this medicinal species. Is necessary to
continue with the pharmacologic and chemical study of this plant, that allows us to get closer to a less
complex chemically active fraction, characterized in its chemical content and try to investigate the
mode of action by which it exerts its various biological effects on the CNS.
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Figure 1. HPLC Chromatographic analysis of BtHA extract read at O 350 nm.

Figure 2. HPLC Chromatographic analysis of BtHA extract read at 0 210 nm.
Figure 3. Effects of the treatments with IMI, VEH and different doses of BtHA on the immobility time
of mice tested on FST. With ANOVA followed by Dunnet’s post-test average + SD (n = 7).

Figure 4. Effects of treatments with IMI, VEH and different doses of BtHA on the percentage of
POA and TOA of the EPM test. With ANOVA followed by Dunnet’s post-test average + SD (n =

7).

Figure 5. Effect of administration of different doses of BtHA on total passes and vertical uprisings
(rearing) on OFT. DZP = diazepam; VEH = negative control. With ANOVA followed by Dunnet’s post-
test average +SD (n =7).

Figure 6. Effect of the administration of different dosages of BtHA, on the parameter of memory
retention on mice with scopolamine induced damage during the passive avoidance test. GAL =
Galantamine; VEH = negative control; Tra = day of training; Acq = Acquisition Day Two; Ret = retention
at the end of the trial. With ANOVA followed by Dunnet’s post-test average + SD (n = 7).
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Table 1. BtHA extract concentration of quercetin glycoside, scopoletin, chlorogenic acid and ursolic
acid.

COMPOUNDS RT CONCENTRATION A (nm)
(min)

(mg/g of extract) A B C
Flavonols
Quercetin glycoside 9.01 9.73 254 | 350 | 453
Rutin 8.46 NI 205 | 255 | 355
Flavonol 8.03 NI 255 | 355 | 448
Flavonol 7.39 NI 254 | 354 | 442
Flavonol 7.12 NI 212 | 267 | 300
Terpene
Ursolic acid 13.15 15.73 190 205 | 266
Coumarin
Scopoletin 10.43 3.23 297 | 350 | 420
Fenylpropanoids
Chlorogenic acid 7.66 0.16 NI 243 | 327 | 416
Chlorogenic acid derivative 7.81 NI 245 | 330 | 419
Chlorogenic acid derivative 8.68 200 | 227 | 267

NI= not identified; RT= retention time; A=wavelength; A=initial; B=maximum; C= final.
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